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Pira (Triticum aestivum subsp. spelta) je stara evropska vrsta žita, ki jo v Evropi gojijo že 
od 5. stoletja dalje, vendar je v drugi polovici prejšnjega stoletja zanimanje za njeno 
uporabo upadlo. V zadnjem obdobju je vse večje povpraševanje po ekološko pridelani 
hrani in vzporedno se ponovno uveljavlja tudi pridelava pire in pirinih izdelkov. Njene 
prednosti so nizki stroški pridelave, primerna je za gojenje brez uporabe pesticidov, rast je 
možna na manj kakovostni zemlji, poleg tega pa ima pira tudi ugodne prehranske lastnosti 
(Bonafaccia in sod., 2000). Znano je, da žitna zrna vsebujejo veliko različnih bioaktivnih 
komponent kot so prehranska vlaknina, mikroelementi, steroli, fenolne komponente, 
peptidi, vitamini ipd. Nekatere izmed omenjenih komponent imajo antioksidativne 
lastnosti, zato se jim zaradi ugodnih vplivov na zdravje ljudi posveča vse več pozornosti 
(Fatrcova-Śramkova in sod., 2010). Rastlinski antioksidanti (AO), ki jih proizvedejo 
rastline kot odgovor na različne abiotske strese, varujejo človeško telo pred poškodbami, ki 
jih povzročajo prosti radikali (Cavernaz in sod., 2016).  
 
V preteklosti so vsebnost fitokemikalij in AO preučevali predvsem v sadju in zelenjavi, 
kjer je dokazana njihova visoka vsebnost. Zaradi porasta porabe žit in žitnih izdelkov se 
vse več raziskav usmerja v to skupino živil. Novejše ugotovitve kažejo, da tudi 
antioksidativni učinek žitnih zrn ni zanemarljiv in je višji od pričakovanih vrednosti. 
Večino koristnih snovi v žitnih zrnih je prisotnih v otrobih. Žita vsebujejo tudi druge vrste 
fitokemikalij, ki v sadju in zelenjavi niso prisotni v večjih količinah. Med seboj naj bi 
učinkovine iz obeh skupin živil (sadje in zelenjava ter žita) delovale sinergistično, zato je 
uživanje žit odlična dopolnitev k raznoliki in zdravi prehrani (Liu, 2007).  
 
V piri so med vsemi fitokemikalijami najbolj zastopane fenolne snovi, ki se nahajajo 
predvsem v zunanji plasti zrna. Glede na kemijsko sestavo je večino fenolov v obliki 
estrov in etrov, kar jim omogoča povezavo z drugimi polimeri v stenah rastlinskih celic. V 
črevesju se nahajajo črevesni mikrobi, ki cepijo te vezi na manjše fenole. Ti lahko preidejo 
skozi črevesno steno in pozitivno učinkujejo v človeškem organizmu. Mnogi fenoli kažejo 
antioksidativne lastnosti, s tem da nevtralizirajo proste radikale in posledično omilijo 
oksidativne poškodbe proteinov, DNA in lipidov. To zmanjšuje oksidativne poškodbe celic 
in celičnih komponent ter posledično pojavnost bolezni, ki so posledica oksidativnega 
stresa (Gawlik-Dziki in sod., 2012). Tudi epidemiološke študije so pokazale, da z rednim 
uživanjem žitnih zrn in izdelkov iz njih pripomoremo k zmanjšanemu tveganju razvoja 
kroničnih bolezni (bolezni srca in ožilja), sladkorne bolezni tipa II, nekaterih vrst raka in 
ostalih vzrokov smrtnosti (Liu, 2007).  
 
Zaradi svoje varnosti in potencialnih prehranskih ter terapevtskih učinkov, je opazen trend 
vse večjega uživanja naravnih AO (Dziki in sod, 2014). Poraba pire in pirinih izdelkov se 
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iz leta v leto povečuje, zato bi lahko z različnimi pristopi pripomogli k večjemu deležu AO 
v piri in posledično k njihovemu povečanemu vnosu. Eden izmed osnovnih postopkov, ki 
prispeva k povišani količini AO je kaljenje (Gan in sod., 2017). Še dodatno pa k indukciji 
teh spojin prispeva osvetljevanje pire med kaljenjem s svetlobami različnih valovnih 
dolžin, saj zaradi obrambnega mehanizma rastlina proizvede več antioksidativnih spojin 
(Samuoliene in sod., 2011). Ker v pregledu literature nismo zasledili podobne raziskave, je 
bil naš cilj preveriti, če različni pogoji osvetljevanja pire med kaljenjem privedejo do 
podobnih procesov in posledično večje količine AO. 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
V okviru magistrske naloge smo želeli pridobiti podatke, če osvetljevanje s svetlobami 
izbranih valovnih dolžin vpliva na povečanje fenolnih snovi in posledično na 
antioksidativni potencial (AOP) kaljene pire v primerjavi s kontrolnim vzorcem (zrna, 
kaljena v temi). Preverili smo tudi, če je kalček med kaljenjem pod LED lučmi podvržen 
podobnim spremembam kot preostali del zrna ter ali med njima obstaja razlika v vsebnosti 
vezanih in ekstraktibilnih AO v različnih fazah kaljenja.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Glede na pregledano literaturo smo postavili naslednje hipoteze: 
 pogoji osvetljevanja med kaljenjem značilno vplivajo na vsebnost fenolnih spojin  
 osvetljevanje s svetlobo izbranih valovnih dolžin različno učinkuje na AOP kaljene 
pire 
 kvalitativne in kvantitativne spremembe v vsebnosti AO so večje v kalčkih kot v 
zrnu  
 količina ekstraktibilnih fenolnih spojin se razlikuje od količine vezanih fenolnih 
spojin tako v zrnu kot tudi v kalčku 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
3 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 PIRA 
2.1.1 Zgodovinski pregled pridelave 
 
Pira (Triticum spelta L.) je vrsta žita, ki so jo že v prazgodovini gojili predvsem na 
bližnjem vzhodu. Z izvornega območja se je preko Črne gore, Bosne in Srbije širila proti 
srednji Evropi, kjer se je prvič pojavila v 4. tisočletju pred našim štetjem (Kocjan Ačko in 
sod., 1998). Kasneje se je njena pridelava razširila v različne evropske države (Belgija, 
Avstrija, Nemčija, Švica, Slovenija, severna Italija), ZDA in Kanado. Preko luže je 
pridelava ekstenzivna, v Evropi pa jo gojijo predvsem v višje ležečih predelih, saj velja za 
zelo nezahtevno in prilagodljivo poljščino. Raste lahko v plitkih in bolj skalnatih tleh, 
manjša je tudi občutljivost na raznolike in nestalne vremenske pogoje. Njena pridelava se 
je sicer v začetku 20. stoletja močno zmanjšala (Bojòanská in Franèáková, 2002; Kocjan 
Ačko, 2015). Po skorajšnjem prenehanju gojenja pire, ki jo je zaradi večjega hektarskega 
donosa nadomestila pšenica, so leta 1970 z njeno ponovno pridelavo začeli v Nemčiji. Za 
velik porast v nekaj desetletjih so bile pomembne tri ključne aktivnosti: 
(1) Peki in mlinarji, ki so bili razdrobljeni po različnih regijah, so v poznih 70. letih 
prejšnjega stoletja zbrali stare recepte in naredili visokokakovostne izdelke iz pire. Ker je 
bila ponudba tradicionalna in zelo raznolika, so se pira in izdelki iz nje začeli širiti tudi na 
sosednje države. (2) Ena od nemških univerz je začela z reševanjem glavnih agronomskih 
in ekonomskih problemov pire (previsoka rast v višino in posledično izguba določenega 
deleža pridelka). Do leta 2000 so obstoječo piro selekcionirali do te mere, da so znižali 
njeno rast v višino in hkrati ohranili njene fenotipske značilnosti in kakovost. Ukrep je 
povečal hektarski donos za 20 % v primerjavi s starimi sortami pire. (3) Ista univerza je 
sprožila tudi različne interdisciplinarne projekte, ki so težili k izboljšanju kakovosti pirinih 
izdelkov in promoviranju njihovih pozitivnih učinkov na zdravje. S projekti so dosegli, da 
se je o piri govorilo tudi na različnih znanstvenih kongresih in srečanjih, ki so piri prinesli 
večjo prepoznavnost. Ugotovili so, da ima pira velik potencial tako v teksturi kot tudi v 
okusu, kar bi lahko prineslo nove kakovostne pirine izdelke (Longin in Würschum, 2016). 
 
Zaradi ozaveščenosti ljudi o prekomernem onesnaževanju in spremenjenih prehranskih 
navadah, se vse več pridelovalcev vrača nazaj k gojenju pire, saj ima manjše obremenitve 
za okolje kot pšenica (Bojòanská in Franèáková, 2002; Kocjan Ačko, 2015). V Nemčiji in 
okoliških državah je pira zaradi sistemskega načrtovanja gojenja prisotna na 100 000 ha  
površin. Dobiček na račun pirinih izdelkov v prehranjevalni verigi že presega 1 milijardo 
in vsako leto zraste za okrog 5 % (Longin in Würschum, 2016).  
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2.1.2 Morfološke značilnosti in pogoji za rast 
 
Pira spada v skupino heksaploidov. Značilna je močna, prožna in dolga bil, ki lahko doseže 
višino od 120-150 centimetrov. Velik razpon v višini je posledica različnih sort in 
ekoloških razmer. Značilni so podolgovati, gladki in ozki listi. Klas je sestavljen iz 3-6 
cvetov, običajno pa se s samooprašitvijo oprašita dva cvetova, zato pirino klasje oblikujeta 
dve zrni. Zrno pokrivata krovna pleva in podpleva, za kateri je značilna groba žilnatost. 
Brez predhodne odstranitve pleve, pira ni uporabna za prehrano človeka. Za svojo rast in 
razvoj potrebno vodo črpa iz tal s šopastimi koreninami (Kocjan Ačko, 2015; Janković in 
sod., 2015). 
 
Pira velja za zelo nezahtevno žito, saj je pridelek mogoče pridelati brez uporabe kemičnih 
sredstev proti škodljivcem in boleznim ter dodajanja mineralnih gnojil. Da bi ohranili 
naravno odpornost, je potrebno gojenje pire ohraniti predvsem v višje ležečih delih. 
Širjenje v nižinska območja, predvsem na zemljo, ki vsebuje velike količine dušika in 
ostankov pesticidov, bi namreč zmanjšalo odpornost proti boleznim in škodljivcem. Pira 
najbolje uspeva na lažjih in peščenih tleh. Dobro je odporna tudi na težje vremenske 
razmere kot je npr. mraz (Kocjan Ačko in sod., 1998). Janković in sod. (2015) so v svoji 
raziskavi dokazali, da kmetijsko-ekološke razmere vplivajo na morfološke in produktivne 
lastnosti pirinega zrna. Lokacija vpliva na vse morfološke lastnosti pire (višino rastline, 
število klasov in količino zrna v klasih), medtem ko vremenske razmere vplivajo predvsem 
na dolžino klasa in maso zrn v klasu. 
2.1.3 Vsebnost hranilnih komponent  
 
Za piro velja, da je njena prehranska vrednost visoka, saj vsebuje vse osnovne hranilne 
snovi, ki jih človek potrebuje za svoj obstoj (Kohajdova in Karovičova, 2008). Potrebno pa 
je poudariti, da prihaja do velikih razlik tudi znotraj samega kultivarja oz. genotipa pire in 
lokacije pridelave (Ranhotra in sod., 1996).  
2.1.3.1 Proteini 
 
Med pirine beljakovine sodijo albumini, globulini, glutenini in gliadini. Iz stališča 
fizioloških funkcij pire so najpomembnejši albumini in globulini, ki se nahajajo predvsem 
v alevronski plasti, perikarpu in kalčkih, v manjših koncentracijah pa jih najdemo tudi v 
endospermu (Escarnot in sod., 2012). Na vsebnost proteinov v piri značilno vpliva lokacija 
pridelave. Marconi in sod. (1999) so v petih različnih sortah pire določili 14,3-18,4 % 
skupnih proteinov. V sorti Rouquin, ki je bila pridelana v Belgiji so določili 14,7 % 
proteinov, medtem ko je Grela (1996) v isti sorti pridelano na Poljskem, določila 10,1 % 
proteinov. Najbolj zastopani proteini v škrobnatem endospermu so proteini glutena oz. 
lepka, ki predstavljajo 78-85 % vseh proteinov. Vsebnost je odvisna od lokacije predelave, 
kultivarja in tretiranja z dušikovimi gnojili (Kohajdová in Karovičová, 2008).  
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2.1.3.2 Ogljikovi hidrati 
 
Škrob je glavni skladiščni ogljikov hidrat, ki predstavlja 61-68 % mase zrna, medtem ko 
sladkorji predstavljajo 2-3 % mase. Tako kot količina proteinov je tudi količina škroba 
odvisna od lokacije predelave in genotipa rastline. Velikost škrobnih granul vpliva na 
tehnološke lastnosti pire pri predelavi v končne pirine izdelke. Ugotovili so, da večje 
škrobne granule negativno vplivajo na splošno oceno kruha, zmanjšana je količina amiloze 
in zniža se viskoznost škroba pri predelavi v izdelke. Na drugi strani pa manjše granule 
zvišajo volumen kruha in povečajo viskoznost škroba med predelavo (Escarnot in sod., 
2012). Pirino zrno vsebuje topno in netopno prehransko vlaknino. V otrobih prevladuje 
netopna vlaknina (29,4 %), saj pirino zrno gradijo celuloza, hemiceluloza in lignin. Topne 
vlaknine je v pirinih otrobih okrog 2,9 % (Escarnot in sod., 2010). 
2.1.3.3 Lipidi  
 
Predstavljajo približno 3 % zrna, zato jih uvrščamo med manj pomembne sestavine žitnih 
zrn. Koncentrirane so tako v alevronski plasti (8 %), kot tudi v endospermu (1,5 %). Lipidi 
so sestavljeni iz približno 70 % nepolarnih lipidov, 20 % glikolipidov in 10 % fosfolipidov. 
Tako kot velja za ostale makronutriente, je tudi sestava in vsebnost lipidov odvisna od 
genetskih predispozicij in vplivov okolja (lokacija, vremenski pogoji, sestava tal, leto 
pridelave). Glavne maščobne kisline prisotne v piri so: linolna, palmitinska, oleinska in 
linolenska (Escarnot in sod., 2012).  
2.1.4 Vsebnost hranilnih in bioaktivnih snovi pire v primerjavi s pšenico  
 
Med ljudmi velja splošno prepričanje, da ima pira boljšo hranilno vrednost kot navadna 
pšenica, zato je nastalo veliko raziskav, ki so te trditve tudi delno potrdile. Rezultati so 
pokazali, da ima pira statistično značilno večji delež proteinov (Pruska-Kedzior in sod., 
2008), prostih sladkorjev (Zörb in sod., 2007), maščobnih kislin, lipidov in zlasti v 
alevronski plasti tudi pepela, bakra, železa, cinka, magnezija in fosforja (Ruibal-Mendieta 
in sod., 2005). Na drugi strani ima pšenica višjo vsebnost skupne in netopne prehranske 
vlaknine, statistično značilnih razlik pa ni v topni vlaknini (Escarnot in sod., 2010), 
skupnih ogljikovih hidratih (Ranhotra in sod., 1996) in škrobu (Abdel-Aal in sod., 1995). 
Produkti iz pire so zaradi hitrejše razgradnje (hidrolize) škroba v prvi fazi boljše 
razgradljivi in so tako primerni za ljudi, ki morajo v diete vključevati že delno prebavljene 
ogljikove hidrate (Bonafaccia in sod., 2000). Večjih razlik ni mogoče opaziti tudi v 
bioaktivnih komponentah kot so fitokemikalije (tokoferoli, steroli, fenolna kislina, ferulna 
kislina, karotenoidi, vitamin B) (Shewry in Hey, 2015).  
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V živilih AO definiramo kot komponente, ki so v majhnih koncentracijah sposobne 
preprečiti ali močno upočasniti oksidacijo molekul, ki so oksidaciji močno podvržene (npr. 
beljakovine, lipidi ipd.) (MacDonald-Wicks in sod., 2006). V kemijski strukturi se med 
seboj zelo razlikujejo in imajo različne mehanizme delovanja. V grobem jih delimo na 
primarne, sekundarne in terciarne AO (Raspor in sod., 2000). 
 
Med glavne AO v rastlinskem svetu sodita vitamina C in E ter fenolne spojine, med 
katerimi so najbolj znani flavonoidi. Najvišjo antioksidativno učinkovitost imajo fenolne 
spojine, ki jim pripisujemo še druge koristne učinkovine in funkcije. Njihova 
antioksidativna učinkovitost ni odvisna samo od števila hidroksilnih skupin, ampak tudi od 
drugih dejavnikov kot so okoljski pogoji (npr. pH) in interakcij z drugimi komponentami 
hrane (Maisuthisakul, 2018).  
2.2.1 Mehanizem nastanka in delovanja 
 
Reaktivne kisikove zvrsti (RKZ) so toksične molekule, ki so v rastlinah stranski produkti 
metabolizma v kloroplastih, mitohondriju, peroksisomih in apoplastih. Nastajajo kot 
posledica obrambe na škodljive okoljske obremenitve in lahko rastlini povzročijo 
nepopravljivo škodo, ki vodi v celično smrt (Brunetti in sod., 2015). Večino časa je 
proizvodnja prostih radikalov genetsko načrtovana, saj delujejo kot signalne molekule, 
vendar lahko prekomerna proizvodnja prostih radikalov privede do poškodbe kompleksnih 
molekul kot so DNK, proteini, lipidi in ogljikovi hidrati (Kasote in sod., 2015). Ravnovesje 
med produkcijo in detoksifikacijo RKZ imenujemo redoks homeostaza. Če je produkcija 
RKZ višja od sprotne zmožnosti njihove detoksifikacije, pride do porušenja redoks 
homeostaze in posledično do oksidativnega stresa (Caverzan in sod., 2016).  
 
Obstajajo različni mehanizmi s katerimi se rastline borijo proti abiotskim dejavnikom, ki 
povzročajo oksidativni stres in škodljivo vplivajo na razvoj rastlin (suša, nizke in visoke 
temperature, slano okolje, škropiva, ozon, insekti, pomanjkanje hranil in UV sevanje 
sonca). Delimo jih na encimatske in neencimatske mehanizme. Encimatski mehanizmi 
vključujejo več antioksidativnih encimov, kot so superoksid dismutaza, katalaza, glutation 
peroksidaza, gvajakol peroksidaza, peroksiredoksin ter encimi askorbatno-glutationskega 
cikla (askorbat peroksidaza, monodehidroaskorbat reduktaza in glutation reduktaza) 
(Caverzan in sod., 2016). Med neencimske AO uvrščamo spojine z nizko molekulsko 
maso, kot so askorbinska kislina (vitamin C) in glutation, ki so aktivne v vodni fazi in α-
tokoferole ter β-karotene, ki so aktivni v lipofilnem okolju, torej v membranah 
(Waskiewicz in sod., 2014). Neencimatske komponente vključujejo tudi glavne celične 
redoks pufre, kot so tokoferoli, karotenoidi in fenolne spojine (Caverzan in sod., 2016). 
Regulacija nastanka teh AO je splošen odziv med abiotskim stresom, poleg tega pa z 
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modulacijo procesov od mitoze in rasti celic ter vse do staranja in smrti vplivajo tudi na 
rast in razvoj rastlin (Waskiewicz in sod., 2014).   
 
Podatkov za mehanizem nastanka primarnih AO v piri nismo našli, zato bomo le-tega 
opisali na primeru pšenice, ki velja za njeno sorodnico. V pšenici se nahajajo različni 
antioksidativni encimi (superoksid dismutaza, askorbat peroksidaza, katalaza in glutation 
reduktaza), ki pod vplivom abiotskih dejavnikov povišajo svojo aktivnost delovanja in 
inaktivirajo RKZ. Učinkovitost delovanja je poleg intenzivnosti in trajanja stresa odvisna 
tudi od genotipa pšenice, saj se različni genotipi drugače odzivajo na enake stresne pogoje. 
Tolerantni genotipi praviloma ohranjajo višjo antioksidativno kapaciteto, kar privede do 
manjših oksidativnih poškodb. Odziv je poleg genetskega potenciala odvisen tudi od 
dolžine, intenzitete stresa in razvoja začetne faze odziva. Ob izpostavitvi pšenice 
oksidativnemu stresu se poveča količina H2O2. To je posledica delovanja encima 
superoksid dismutaze, ki katalizira pretvorbo O2
-
 (superoksidni radikal) v H2O2. Katalaze 
se v največji meri nahajajo v peroksisomih in pretvarjajo nastali H2O2 v H2O in tripletni 
kisik, kar pomeni zmanjšanje oksidacije, vendar so za nadzor nad oksidacijo potrebni še 
drugi AO (Caverzan in sod., 2016).  
 
Procesi za nastanek sekundarnih metabolitov se vključijo, ko v celicah nastaja premalo 
primarnih antioksidantov za detoksifikacijo prostih kisikovih zvrsti. Nehlapni izoprenoidi, 
kot so karotenoidi in flavonoidi, so močni AO in imajo sposobnost, da preprečijo nastanek 
RKZ, hkrati pa popravljajo škodo, ki jo povzročijo RKZ. Za flavonoide je značilno, da se 
nahajajo v različnih subceličnih oddelkih, najpomembnejšo vlogo pa imajo v celicah 
povrhnjice. Flavonoidi, ki se nahajajo v epidermalnih celicah rastlin absorbirajo UV 
svetlobo sončnih žarkov s čimer pripomorejo k zmanjšanju nastanka RKZ in posledično 
zmanjšajo fotooksidativni stres (Brunetti in sod., 2015). 
 
Na biosintezo AO vplivajo različni okoljski dejavniki vključno s svetlobo, temperaturo, ter 
notranji dejavniki kot so rastlinski hormoni, hranila, regulatorni geni in drugi sekundarni 
metaboliti (Seo in sod., 2015).  
2.2.2 Bioaktivne snovi v žitih 
 
V žitnih zrnih se nahaja veliko različnih komponent, ki ob njihovem zaužitju preprečujejo 
bolezni oz. izboljšujejo zdravstveno stanje ljudi. Imenujemo jih bioaktivne spojine, ki se 
večinoma nahajajo v zunanjih plasteh zrna, zato med bolj zdrave izdelke sodijo tisti, ki so 
narejeni iz surovin, katerim zunanji del zrna tekom predelave ni bil odstranjen. Med 
bioaktive spojine sodi zelo široka paleta rastlinskih sestavin, ki so si različne po osnovni 
sestavi in funkcionalnosti. V žitih se najpogosteje nahajajo prehranska vlaknina (β-glukan, 
inulin, arabinoksilan, resistentni škrob), fenolne komponente (fenolne kisline, flavonoidi), 
antociani, karotenoidi (lutein, zantein), izoflavoni, steroli, fitati ipd. Večina od omenjenih 
spojin sodi med fitokemikalije, saj jih rastline proizvajajo kot zaščitna sredstva pred 
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zunanjimi stresi, boleznimi in napadi škodljivcev. Spadajo med sekundarne metabolite, ki 
imajo pri rasti in razvoju rastlin ključno zaščitno vlogo pri začasnih in dlje trajajočih 
stresnih dejavnikih iz okolja. Delujejo antikancerogeno, protimikrobno, protivnetno in tudi 
antioksidativno (Ragaee in sod., 2013). 
 
V primerjavi s sadjem in zelenjavo antioksidativna aktivnost polnozrnatih žitnih izdelkov 
ni zanemarljiva, saj se AOP polnozrnatega kruha, v primerjavi z AOP 24 različnih vrst 
sadja in 22 različnih vrst zelenjave giblje v podobnih okvirjih. Vrednosti analiz kruha so 
znašale med 1303 in 2479 µmol Troloks ekvivalenta (TE) na 100 g, povprečne vrednosti v 
sadju so bile 2200 in v zelenjavi 1200 µmol TE na 100g (Wu in sod., 2004).  
 
AO žit po težavnosti ekstrakcije delimo na ekstraktibilne, ki jih ekstrahiramo z zmesjo 
vodnega in organskega topila in vezane, ki med ekstrakcijo ostanejo v ostanku živila. V 
pšenici je večina fenolnih kislin v vezani obliki, saj so Nicoletti in sod. (2013) v 1 kg suhe 
snovi (SS) zrna  določili 11,2 mg ekstraktibilnih in 812,9 mg vezanih fenolnih spojin. V 
obeh frakcijah se nahaja največ ferulne kisline, prisotne pa so tudi vanilinska, sinapinska, 
p-kumarna v ekstaktibilni fazi in sinapinska, p-kumarna, vanilinska in siringinska v vezani 
frakciji. Za vezane fenolne kisline je značilno, da so zaestrene v celičnih stenah, njihova 
sprostitev iz matriksa v celični steni pa je mogoča s kislinsko ali bazično hidrolizo (Boz, 
H., 2015). Za točnost rezultatov je nujno potrebno upoštevati obe obliki fenolnih spojin 
(ekstraktibilno in vezano), saj v nasprotnem primeru dobimo prenizek AOP (Durazzo in 
sod., 2015). V preglednici 1 so predstavljena različna žita in njihove najpogostejše 
antioksidativne komponente. 
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Preglednica 1: Antoksidativne komponente v različnih vrstah žit (Hall in Zhao, 2011) 
Žito Antioksidativne komponente Glavne atioksidantive 
komponente 
pšenica vanilinska kislina, p-hidroksibenzojska kislina, 
protokatehujska kislina, siringinska kislina p-kumarna 
kislina, kavna kislina, sinapinska kislina, β-tokoferol,  
α-tokoferol, lizofosfatidilholin 
ferulna kislina 
koruza p-kumarna kislina, siringinska kislina, vanilinska kislina, 
protokatehujska kislina, kavna kislina, sinapinska kislina, 
α-tokoferol 
ferulna kislina 
riž vitamin E, γ-orizanol (mešanica komponent pridobljenih 
iz olja riževih tropin, vključno s steroli in ferulno 
kislino), γ-tokotrienol, γ-tokoferol, α-tokoferol, 
fosfatidilholin, steroli (β-sitosterol) 
trans-ferulna kislina 
oves fitinska kislina, avenantramid (alkaloid, ki vsebuje 
fenolne skupine), β-tokoferol, α-tokoferol, fenolne 
kisline (vanilinska, p-hidroksibenzojska kislina), 
fosfatidilholin, metionin, 
ferulna in kavna kislina 
ječmen derivati benzojske kisline, ferulna kislina, 
proantocianidini, kinini, flavonoli, flavoni, flavononi, 
amino kislinske komponente podobne cisteinu in 
metioninu 
ferulna in p-kumarna 
kislina 
rž izoferulna kislina, kumarna kislina, siringinska kislina, 
p-hidroksibenzojska kislina, kavna kislina, sinapinska 
kislina, dimer 8-O-4-di ferulna kislina, fosfatidilinositol, 




proso flavoni, α-tokotrienoli, α-tokoferol, lizofosfatidilholin, 
fosfatidilholin 
ferulna, p-kumarna in 
cimetna kislina 
 
2.2.3 Fenolne spojine 
 
Med fenolne komponente prištevamo spojine z benzenskim obročem, ki ima nase vezane 
eno ali več hidroksilnih skupin. Najbolj znane so fenolne kisline in njihovi analogi, 
flavonoidi, tanini, lignani, kinoni ipd. Najdemo jih v rastlinskih živilih, kjer vplivajo na 
njihov videz, vonj, okus in oksidativno stabilnost (Dykes in Rooney, 2007).  
 
Uvrščamo jih med rastlinske sekundarne metabolite, njihova sinteza pa poteka preko 
pentozno fosfatne, šikimatne in fenilpropanoidne poti. V pentozno fosfatni poti nastane 
eritroza-4-fosfat, ki je prekurzor za šikimatno pot. V zaporedju reakcij iz sladkornega 
fosfata nastanejo aromatične kisline kot je fenilalanin, ki je prekurzor za fenilpropanoidno 
pot v kateri se dokončno sintetizirajo fenolne snovi, ki se lahko v celici nahajajo v prosti 
ali vezani obliki. Vežejo se s polimerizacijo predvsem v lignane in lignine in s tem 
okrepijo rastlinske celične stene. Proste fenolne spojine pa imajo sposobnost 
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odstranjevanja prostih radikalov v celicah (Randhir in Shetty, 2005). Njihovo 
antioksidativno delovanje je mogoče po dveh različnih mehanizmih: 
- odstranjevanje radikalov reaktivnih zvrsti kisika 
- zaviranje nastajanja prostih radikalov z omejevanjem delovanja nekaterih encimov 
ali kelirnih kovin v sledovih, ki so vključene v njihovo proizvodnjo (Ragaee in 
sod., 2013). 
 
Delujejo tudi proti nekaterim alergijskim reakcijam, protivnetno, antiaterogeno, 
protimikrobno, antitrombotično. Preprečujejo tudi ostale bolezni, ki so povezane z vnosom 
AO, kot so rak, kardiovaskularne bolezni in osteoporoza (Ragaee in sod., 2013).  
 
So glavni vir AO v žitnih zrnih, saj predstavljajo tudi do 83 % vseh AO v žitnih otrobih. V 
največjem obsegu žitna zrna vsebujejo fenolne kisline (predvsem ferulno in vanilinsko), 
flavonoide, kumarine, tanine, proantocianidine in antociane. Nahajajo se v obliki netopnih 
frakcij, predvsem v perikarpu (Ragaee in sod., 2013).  
2.2.3.1 Ferulna kislina 
 
Ferulna kislina spada med fenolne kisline in sodi med najpogostejše oblike fenolnih spojin 
v žitih, saj predstavlja tudi do 90 % vseh fenolnih spojin. Nahaja se predvsem v listih in 
semenih rastlin, še posebej zastopana je ravno v žitih. Ima veliko pozitivnih lastnosti, saj 
sodeluje pri uravnavanju nekaterih fizioloških funkcij vključno z antioksidativnimi, 
protimikrobnimi, protivnetnimi in protivirusnimi aktivnostmi. Spada med AO, torej 
nevtralizira proste radikale, ki bi lahko povzročili škodo na celičnih membranah in DNA. 
Zmanjšuje tudi raven holesterola in trigliceridov ter posledično zmanjša tveganje za 
nastanek srčno-žilnih bolezni. V zrnih žit jo najdemo v ekstraktibilni, dimerni ali vezani 
obliki (esterificirano s polisaharidi in proteini v celični steni). K izboljšanju zdravja večji 
delež prispeva ekstraktibilna kot vezana oblika kisline. Za ferulno kislino je značilno, da je 
koncentrirana predvsem v zunanjih plasteh žitnih zrn, najmanj pa je najdemo v 
endospermu (Boz, 2015). Pirino zrno glede na rezultate Gawlik-Dziki in sod. (2012) 
vsebuje od 0,2-0,8 g/kg skupne ferulne kisline v suhi snovi, od tega se je 84-99 % nahaja v 
vezani obliki. Razlika v razmerju med vezano in ekstraktibilno obliko ferulne kisline se 
pojavi zaradi različnih kultivarjev pire. 
2.2.4 AO v piri in pirinih izdelkih 
 
Piro lahko predelamo v različne živilske produkte kot so moka, kaša, kosmiči, testenine, 
kruh in drugi pekovski izdelki ter pivo. Fatrcova-Śramkova in sod. (2010) so preverjali, če 
je med različnimi pirinimi produkti opazna razlika v antioksidativnem potencialu. 
Ugotovili so, da ima najvišji AOP moka, sledijo ji kruh, polnozrnata kaša, neoluščena pira 
in na zadnjem mestu oluščena kaša. Pirin kruh ima podoben AOP kot ržen in pšenični 
kruh, vendar je skorja pire vseeno boljši vir antioksidativnih spojin kot skorja pšeničnega 
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kruha, najvišjo vsebnost pa ima rženi kruh (tako v skorji kot tudi v sredici) (Zieliński in 
sod., 2008). Da bi potrdili višjo vsebnost AO v piri v primerjavi z drugimi žiti, bodo v 
prihodnje potrebne dodatne raziskave, ki bi temeljile tudi na potencialnih možnih rešitvah 
za še večji delež AO v piri. 
2.2.5 Funkcionalna živila  
 
Funkcionalna živila so v svetovni živilski industriji eden izmed trendov zadnjih let. Med 
funkcionalne skupine v živilih sodijo tudi AO, še posebej veliko zanimanje pa velja za AO, 
ki so v hrani že naravno prisotni, saj imajo ugodne prehranske učinke. Kruh in ostali 
pekovski izdelki iz žit spadajo med živila, ki jih redno uvrščamo na vsakodnevni jedilnik, 
saj so dober vir energije in vsebujejo hranilne snovi, ki so nujno potrebne za naše telo. 
Želja živilske industrije je obogatiti živila iz žit z naravnimi AO, saj bi jih tako ljudje 
zaužili v večjih količinah, kar bi pripomoglo k nižji pojavnosti metabolnega sindroma in 
drugih bolezni povezanih s prenizkim vnosom AO. Možnosti za obogatitev kruha z AO 
naravnega izvora je veliko: uporaba drugih vrst žit in psevdo žit, začimb, zelišč, drugih 
semen, sadja, zelenjave in različnih še uporabnih odpadkov iz živilske industrije (Dziki in 
sod., 2014). Tudi kaljenje je proces, preko katerega lahko pridobimo funkcionalno živilo, 
ki ima pozitivne učinke na človeški organizem (Marton in sod., 2010). 
2.3 KALJENJE 
 
Kaljenje je zelo preprosta, poceni, okolju prijazna in varna metoda za gojitev semen in 
kalčkov v prehranske namene. Trenutno se v človeški prehrani že uporablja nekaj vrst 
gojenih kalčkov (sojini, ajdovi, laneni, arašidovi, kalčki zelenega mungu fižola itd.) (Gan 
in sod., 2017). S kaljenjem vplivamo na kemično sestavo in hranilno vrednost zrna. Med 
kaljenjem v semenu prihaja do katabolizma in degradacije glavnih makrohranil, kot so 
ogljikovi hidrati, beljakovine in maščobne kisline. Posledično se poveča količina njihovih 
presnovnih produktov kot so enostavni sladkorji, aminokisline in organske kisline 
(Colmenares De Ruiz in Bressani, 1990; Gan in sod., 2017).  
2.3.1 Vpliv kaljenja na antioksidativno aktivnost  
 
Med kaljenjem se poveča tudi količina vitaminov, polifenolov in γ-aminomaslene kisline, 
ki imajo varovalni učinek na zdravje ljudi. Posledično se kaljenim semenom in predvsem 
nastalemu kalčku znatno poviša bioaktivnost, ki se kaže predvsem v višjem 
antioksidativnem potencialu, antikancerogenem in antidiabetičnem učinku (Gan in sod., 
2017). Na drugi strani pa se zmanjša količina antinutritivnih snovi kot so inhibitorji 
tripsina, fitinska kislina, pentozani in tanini (Marton in sod., 2010). Količina bioaktivnih 
komponent je odvisna od tretiranja semen pred kaljenjem in pogojev v katerih žito kali. 
Pogoji, ki imajo največji vpliv so temperatura, vlaga, medij v katerem namakamo, pogoji 
namakanja in čas kaljenja (Yang in sod., 2001).  
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Različna žita imajo posebne zahteve glede pogojev med kaljenjem in tretiranja pred 
kaljenjem. Vsak posamezen korak je pomemben dejavnik, ki vpliva na uspešnost kaljenja 
in količino nastalih bioaktivnih komponent. Nekatera žita so bolj podvržena plesnenju med 
kaljenjem, zato je potrebna predhodna sterilizacija, saj s tem postopkom uničimo rast 
mikroorganizmov. Najpogosteje se uporablja raztopina natrijevega hipoklorida (NaClO). 
Sterilizacija poteka na sobni temperaturi 5-30 minut, z razmerjem masa semena 
(g)/volumen raztopine (ml) 1:5 ali 1:6. Ena od možnosti je tudi triminutno namakanje 
semen v 70 % etanolu. Sterilizacijo je možno izpustiti, sploh če so semena namenjena 
kasnejšemu uživanju in so že prvotno manj podvržena plesnenju. Na odločitev vpliva 
stanje semen, pogostost menjave vode med kaljenjem in namen kalitve (Gan in sod., 
2017).  
 
Sterilizaciji sledi namakanje. Namen omenjenega koraka je rehidracija semen, kar 
omogoča lažji začetek kaljenja. Namakanje je najboljše izvesti na sobni temperaturi v vodi 
s temperaturo med 20 in 30 °C. Čas namakanja je lahko od nekaj ur do enega dneva, 
razmerje med maso semen (g) in vodo (ml) naj bo od 1:1,5 do 1:20. Za ustrezno 
temperaturo, čas namakanja in razmerje med semenom in vodo se odločimo glede na 
značilnost posameznih semen kot so sposobnost za absorpcijo vode, debelino semenskih 
premazov in velikost semen (Gan in sod., 2017).  
 
Po namakanju semena prenesemo v posebne kalilne komore ali inkubatorje za kaljenje. 
Pomembno je nadzorovati temperaturo kaljenja, svetlobo, vlago in morebiten dodatek 
vode. Semena običajno kalijo v temi pri temperaturi 20-30 °C. Semenom je potrebno 
vsakodnevno dodajati vodo, da ohranimo relativno visoko vlažnost, ki omogoča normalno 
kalitev. Semena lahko občasno tudi speremo z vodo, da odstranimo nekatere nastale 
metabolite in s tem preprečimo rast mikrobov. Čas kaljenja je odvisen od namena uporabe 
nakaljenih semen oz. kalčkov (Gan in sod., 2017).  
2.3.2 Uporaba kaljenih semen v živilstvu in prehrani ljudi 
 
Kalčki v prehrani predstavljajo vir beljakovin, vitaminov in mineralov, ter druge za zdravje 
pomembne komponente, kot so glukozinolati in fenolne snovi. Kalčki izpolnjujejo zahteve 
sodobne prehrane, zato se njihova uporaba povečuje tudi v Evropi. V primerjavi s semeni, 
kalčki vsebujejo beljakovine z višjo biološko vrednostjo, večja je vsebnost večkrat 
nenasičenih maščobnih kislin, višja je vsebnost vitaminov in boljša dostopnost mineralnih 
snovi. Koncentracija teh snovi je v kalčkih višja, če jih uporabimo na začetku njihove 
rastne dobe (Marton in sod., 2010). Poleg uporabe semen z manjšimi kalčki, je vse bolj 
razširjena tudi uporaba večjih kalčkov in mladih rastlinic, starih 1-2 tedna. Zaradi visoke 
koncentracije visoko hranilnih snovi jih prištevamo k zdravi hrani s pozitivnim vplivom na 
zdravje ljudi. Uporaba kalčkov je še posebej pomembna za žita, ki se v prehrani 
uporabljajo predvsem v obliki moke in izdelkov iz nje (pekovski in testeninski izdelki), 
katerih hranilna vrednost se zmanjšuje v primerjavi z osnovno surovino. V postopku 
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predelave žit v moko se v postopku mletja odstrani večina prehranskih vlaknin, 
rezistentnega škroba, vitaminov, mineralov in polifenolov. S stališča velikih izgub med 
mletjem bi bila v prehranske namene bolj koristna celotna zrna, vendar je za njihovo 
uporabo potrebna predhodna obdelava v obliki praženja ali prekuhavanja. Oba postopka 
obdelave vključujeta visoke temperature, kar prav tako pomeni izgube bioaktivnih snovi. 
Ena od možnih rešitev je torej uporaba nakaljenih semen, ki pa med ljudmi še ni širše 
razvita, saj bi bilo potrebno spremeniti prehranske navade (Benincasa in sod., 2014).  
 
Kljub vsemu se razvijajo alternativni načini vključitve kalčkov v pekarsko industrijo, kjer 
ne bi bilo potrebno spremeniti prehranskih navad ljudi. Obstaja namreč možnost, kjer bi 
delež običajne moke zamenjali z moko, ki jo pridobimo z mletjem kaljenih semen. To so 
proučevali Gawlik-Dziki in sod. (2017), ki so polbelo moko v različnih deležih (5, 10, 15, 
20 %) nadomestili s predhodno v moko zmleta, posušena, 4 dni kaljena semena. Iz 
različnih vrst moke so spekli kruh in izvedli tako senzorično oceno kot tudi kemijske 
analize nastalih produktov. Ugotovili so, da je senzorično sprejemljiv le kruh, kjer je 
namesto navadne moke dodane 5 ali 10 % moke iz kaljenih semen, kjer v primerjavi s 
kontrolnim vzorcem ni bilo bistvenih sprememb. Pri 15 in 20 % dodatku pa je bil kruh 
manj elastičen in se po stisku ni v celoti vrnil v prvotno obliko. Sredica je bila lepljiva, 
mokra in neenakomerno oblikovana. Pri barvi med vzorci kruha ni bilo razlik. Dodatek 
moke iz kaljenih semen je bistveno obogatil pšenični kruh s fenolnimi kislinami zlasti z 
vanilinsko, siringinsko, p-kumarno, trans-ferulno in trans-sinapinsko. V vseh primerih 
(razen trans-sinapinske kisline) je bila ugotovljena linearna povezava med vsebnostjo 
fenolnih kislin in dodatkom obogatene moke. Bioaktivne spojine, ki jih vsebuje moka iz 
kaljenih semen, so termostabilne in so dobro biološko dostopne, zato so dosedanji rezultati 
raziskav obetavni za nadaljnji razvoj obogatitve kruha in ostalih izdelkov iz žit, ki jim 
želimo povečati prehransko vrednost.  
2.4 VPLIV SVETLOBE NA ŽIVLJENJSKI CIKEL RASTLIN 
 
Med pomembnejšimi okoljskimi dejavniki, ki vplivajo na različne procese v rastlinah je 
svetloba, saj zagotavlja energijo za fotosintezo in deluje kot signal, ki vpliva na različne 
fiziološke odzive rastlin (Son in Oh, 2015). Odziv na svetlobo se dogaja na fotoreceptorjih, 
ki zaznavajo trajanje, kvaliteto, količino in intenzivnost svetlobe, kar vpliva na 
morfogenetske lastnosti rastline, fotosintezo in potek metabolnih reakcij v rastlini 
(Samuoliene in sod., 2011). S pomočjo receptorjev rastline prepoznavajo svetlobo vidnega 
spektra in nekatere druge valovne dolžine, ki so blizu vidnemu spektru. Fotoreceptor 
fitokrom absorbira rdečo in bližnje infrardečo valovno dolžino, kriptokromi pa absorbirajo 
modro in dolgovalovno ultravijolično valovno dolžino. Od valovne dolžine svetlobe s 
katero osvetljujemo rastlino tekom življenjskega cikla, so odvisni različni procesi, od 
kaljenja do nastanka novih plodov, kar z eno besedo imenujemo fotomorfogeneza (Son in 
Oh, 2015). Nadzorovana količina in vrsta svetlobe tekom življenjskega procesa rastline 
izboljša kakovost pridelka in podaljša rok uporabnosti, saj nastane več hranilnih in 
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bioaktivnih snovi (Hasan in sod., 2017). Pri rasti in razvoju rastlin imata ključno vlogo 
modra (400-500 nm) in rdeča svetloba (600-700 nm), ker ju klorofila a in b v listnih 
celicah učinkovito absorbirata (Son in Oh, 2015).  
 
Svetloba vpliva tudi na fotooksidativne spremembe v rastlinah. Prisotnost svetlobe privede 
do spremenjenega delovanja antioksidativnega obrambnega sistema, kar pomeni, da se 
poveča vsebnost antioksidativnih encimov, karotenoidov, tokoferolov, flavonoidov in 
askorbatov (Samuoliene in sod., 2011). Obrambni sistem preprečuje škodljive učinke 
prekomerne absorpcije vidne svetlobe in UV sevanja (El-Baz Younis in sod., 2010).  
2.4.1 Svetleče diode (angl. light emitting diodes –LED) 
 
Svetleče diode (light emitting diodes) uvrščamo med polprevodniške naprave, ki 
proizvajajo nekoherentno, monokromatsko svetlobo, kot vir energije pa uporabljajo 
električno napetost. Spektri valovnih dolžin segajo od UV-C do infrardeče (IR), različna pa 
je tudi njihova moč, ki sega od nekaj milivatov pa vse tja do 10 vatov (Bourget, 2008). 
 
V primerjavi s konvencionalnimi svetlobnimi viri, ki jih uporabljamo kot glavni ali dodatni 
vir svetlobe za gojenje rastlin, so svetleče diode pokazale številne prednosti. Izpostavljene 
so predvsem sledeče: visok izkoristek pri pretvorbi energije, trpežnost, daljša življenjska 
doba in nizko oddajanje toplotne energije med delovanjem (Liu in sod., 2016). Še dodatno 
prednost predstavlja zelo natančen nadzor kakovosti svetlobe, saj je možno izbiranje 
svetlobe točno določenih valovnih dolžin (Son in Oh, 2015).  
 
Osvetljevanje rastlin z LED diodami pripomore k boljši odpornosti rastlin na različne 
bolezni, kar bi lahko bila dodatna prednost za izboljšanje kmetijske prakse. Zaradi vseh 
naštetih pozitivnih lastnosti bi LED sistemi lahko postali stroškovno učinkovita tehnologija 
na področju kmetijstva in vrtnarstva. Možna je tudi prilagoditev potreb živilski industriji, 
kjer bi jih lahko uporabili kot poceni sredstvo za zagotavljanje kakovostne in varne hrane. 
Osvetljevanje z LED diodami bi namreč pomenilo povišano produkcijo bioaktivnih snovi, 
kar povečuje kakovost živil (Hasan in sod., 2017). 
 
LED svetila imajo velik potencial kot dodatni ali edini vir osvetlitve za pridelavo različnih 
vrst rastlin, tudi pri kaljenju različnih vrst žit. Zaradi nekaterih prednosti je v zadnjem času 
vse več poskusov gojenja rastlin z uporabo LED diod (Hossen, 2007). 
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2.4.2 Vpliv barv svetlečih diod na lastnosti rastlin 
 
Modra svetloba:  
Modra svetloba je del vidnega spektra in obsega valovne dolžine v območju med 400 in 
500 nm. Osvetljevanje rastline z modro svetlobo vpliva na številne procese kot so 
fototropizem, fotomorfogeneza, fotosinteza in odpiranje listnih rež (Johkan in sod., 2010).  
Pozitivno vpliva na nastanek in razvoj klorofila (Son in Oh, 2015). Svetloba modrega 
spektra stimulira tvorbo fenolnih spojin (flavonoidov in antocianov), ki igrajo pomembno 
vlogo pri antioksidativni aktivnosti. Poveča se tudi koncentracija klorogenske kisline, ki 
ima višjo antioksidativno aktivnost kot npr. vitamina C in E (Johkan in sod., 2010).  
 
Rdeča svetloba: 
Za rdečo svetlobo (630-760 nm) je značilno, da je poleg modre svetlobe glavna energija za 
potek fotosinteze, saj aktivira fotoreceptorje fitokrome (Sirtautas in Samuolienė, 2013). 
Rdeče LED svetila spodbujajo povečanje rastlinske biomase (tako sveže kot suhe snovi), 
rastline so po osvetljevanju višje, poveča se tudi listna površina (Son in Oh, 2015). 
 
Zelena svetloba: 
Sprva je zelena svetloba (500-600 nm) veljala za manj učinkovit vir energije za 
fotomorfogenezo in fotosintezo, ker ima večjo odbojnost in nižjo stopnjo absorpcije kot 
modra in rdeča svetloba. O vplivu zelene svetlobe obstajajo študije, kjer ima zelena 
svetloba pozitivne vplive na rastline, kot tudi take, kjer so vplivi negativni. V primerjavi z 
modro in rdečo svetlobo naj bi se od površine rastlin odbilo več zelene svetlobe. To 
pomeni nižjo stopnjo absorpcije, kar privede do zmanjšanja vsebnosti klorofila, inhibicije 
rasti rastline in zaviranja odpiranja listnih rež. Na drugi strani pa naj bi zelena svetloba 
pozitivno vplivala na fiziološke in morfološke odzive rastlin, vključno tudi že s prej 
omenjenima fotomorfogenezo in fotosintezo, če zeleno svetlobo dodamo rdeči in modri 
svetlobi (Son in Oh, 2015).  
2.4.3 Vpliv LED na tvorbo bioaktivnih komponent in AOP 
 
O mehanizmu vpliva LED svetlobe na nastanek AO je znanega bolj malo, vendar novejše 
ugotovitve kažejo, da je vloga le-te pri indukciji nastanka sekundarnih metabolitov v 
rastlinah povezana z encimom fenilalanin amoniak-liazo (PAL), ki je vključen v prvi korak 
fenilpropanoidne poti. Posledično povečana količina PAL v prisotnosti rdeče in modre 
svetlobe vodi v večjo proizvodnjo sekundarnih metabolitov v rastlinah. LED svetila 
delujejo kot elicitorji (snov, ki spodbuja nastanek sekundarnih metabolitov), ki povzročijo 
izražanje ključnih encimov (kot je npr. skvalen sintaza) v izoprenoidni poti ali pa 
povzročijo proizvodnjo RKZ. To sproži povišano aktivnost obrambnih genov, kar vodi v 
povečano sintezo sekundarnih metabolitov (Hasan in sod., 2017). 
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Kakovost svetlobe ima izrazit učinek na kopičenje različnih metabolitov v rastlinah. V 
primerjavi z belo svetlobo se pri osvetljevanju rastlin z rdečo in modro svetlobo tvori več 
primarnih in sekundarnih (topni sladkorji, škrob, vitamin C, topni proteini in polifenoli) 
metabolitov. Tudi kombinacija modre in rdeče svetlobe poveča kopičenje primarnih 
metabolitov, kot tudi količino skupnih polifenolov, flavonoidov in antocianinov. Za slednje 
je značilno, da jih več nastane pri osvetljevanju z rdečo svetlobo v primerjavi z modro 
svetlobo. To je lahko posledica vpliva rdeče svetlobe na povišano ekspresijo gena za 
biosintezo antocianinov (Hasan in sod., 2017).  
 
Svetleče diode lahko uporabljamo kot dodatno osvetlitev, saj rdeča, modra, zelena, 
kombinacija rdeče in modre svetlobe, kombinacija rdeče in daljne rdeče povzročijo 
povišano kopičenje organskih kislin, fenolnih komponent, vitamina C, α-tokoferola, topnih 
sladkorjev in nitratov v različnih poljščinah (Hasan in sod., 2017). 
 
Narejenih je bilo več študij na različnih rastlinah, kjer so rastline osvetljevali s svetlobami 
različnih valovnih dolžin. Osvetljevanje rdečelistne solate z modro svetlobo poveča skupno 
koncentracijo fenolov in antioksidativno zmogljivost. Modra svetloba aktivira izražanje 
PAL gena, kar povzroči povišano sintezo PAL, ki je ključni dejavnik pri biosintezi 
sekundarnih metabolitov. Modro svetlobo so zamenjali tudi z zeleno, vendar je tu nastalo 
manj antioksidativnih spojin. Vsebnost antocianov v rdečelistni solati je odvisna od 
valovne dolžine svetlobe in je tesno povezana s spremembo vsebnosti sekundarnih 
metabolitov, ki nastanejo v fenilpropanoidni poti. Med sekundarnimi produkti je veliko 
fenolnih spojin, med katerimi jih ima okrog 70 % antioksidativne lastnosti (Son in Oh, 
2015).  
 
Valovna dolžina svetlobe torej značilno vpliva na količino nastalih AO. Odvisno od vrste 
in razvojne stopnje rastline lahko rdeča, modra ali UV svetloba predstavlja pomemben 
faktor pri sintezi antocianinov (El-Baz Younis in sod., 2010). Kakovost svetlobe z 
moduliranjem antioksidativnega obrambnega sistema vpliva na foto-oksidacijske lastnosti 
rastlin. V primerjavi z belo svetlobo je osvetljevanje z monokromatsko rdečo svetlobo ali 
kombinacija rdeče (625-630 nm) in modre (465-470 nm) svetlobe, izboljšalo 
antioksidativne lastnosti graha, kitajskega zelja, paradižnika in drugih rastlin. Tudi zelena 
(510 nm), rumena (595 nm) in kombinacija rdeče in bele svetlobe povzročijo izboljšanje 
antioksidacijskih lastnosti in kopičenje antocianov. Omenjeni pojav je posledica indukcije 
β-karotena, glukozinolatov, prostih radikalov, encimov za odstranjevanje RKZ (superoksid 
dismutaza), fenolnih spojin in vitamina C. Največ podobnih poskusov in dokazov o 
povišani antioksidativni učinkovitosti je bilo narejenih na sadju in zelenjavi. Ker imajo AO 
pozitiven vpliv na zdravje ljudi, bi lahko v nadaljnjih raziskavah preučevali vpliv uživanja 
živil tretiranih z LED diodami na zdravje ljudi (Hasan in sod., 2017).  
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Tudi na končno vsebnost AO v kaljenih semenih vplivajo različne valovne dolžine. Glede 
na valovno dolžino pa je različna tudi vsebnost antocianov in rutina. Obeh komponent 
največ nastane pri tretiranju z UV-B svetlobo. UV-B sevanje (>300 nm) ima največji vpliv 
na povečanje koncentracije antocianinov in rutina ter posledično tudi na povišan AOP. 
Povišano kopičenje teh AO (še posebej cianidin-3-O-glukozid in cianidin-3-O rutinozid) 
deluje kot mehanizem, ki daje učinkovito zaščito pred UV stresom. Večje količine se 
tvorijo pri valovni dolžini, ki je višja od 300 nm, torej pri UV-B sevanju. S takim 
osvetljevanjem je mogoče omogočiti stabilno proizvodnjo visoko funkcionalnih ajdovih 
kalčkov, učinkovitost pa je odvisna od vrste nastalih antocianov. Največ nastane cianidin-
3-O-rutinozidov, ki preprečujejo rakava obolenja, saj so nizko toksični za človeške celice, 
hkrati pa močno pospešujejo apoptozo v levkemičnih celicah. Cianidin-3-rutinozid in 
cianidin-3-glukozid inhibirata migracijo in razširitev pljučnega raka v okoliške celice. 
Rutin je glavni flavonoid v kalčkih ajde, njegova vrednost pa je 1,6-krat večja po sevanju z 
UV-B žarki kot pa pri kalčkih v temi. Ajda akumulira rutin kot zaščito proti UV sevanju, 
njegova vsebnost pa je višja od antocianinov. Rutin imenujemo tudi P vitamin in je močan 
AO. Močna je tudi korelacija med vsebnostjo antocianov in flavonoidov ter 
antioksidativnim potencialom. UV žarki z valovno dolžino od 280-300 nm nimajo vpliva 
na antioksidativno učinkovitost, saj so kalčki osvetljeni s to valovno dolžino odmrli oz. 
oveneli. Osvetljevanje z UV žarki ima večji vpliv na povečan AOP v primerjavi s svetlobo 
vidnega spektra (Tsurunaga in sod., 2013). 
2.5 ANALIZNE METODE ZA DOLOČANJE FENOLNIH SPOJIN IN AOP 
2.5.1 Spektrofotometrično določanje fenolnih spojin in AO v pripravljenih vzorcih 
2.5.1.1 Folin-Ciocalteu metoda 
  
Metoda je bila prvotno namenjena titriranju polifenolov v vinu, vendar se je kasneje 
uveljavila tudi kot metoda za merjenje fenolov ali AO v ekstraktih živil in rastlin (Everette 
in sod., 2010). 
 
Princip metode je oksidacija fenolnih spojin v bazičnem mediju s Folin-Ciocalteu (FC) 
reagentom. Reagent je sestavljen iz mešanice natrijevega molibdata, natrijevega volframata 
in drugih kemijskih spojin. Rezultat reakcije je modro obarvan produkt katerega 
absorbanco merimo pri 765 nm. Obarvanost je posledica nastalega molibdenovega 
kompleksa (Amorati in Valgimigli, 2015; Everette in sod., 2010). 
 
Prednost analize je, da je hitra in enostavna z doslednimi končnimi rezultati. Na drugi 
strani pa med slabostmi prevladuje neselektivnost, saj FC reagent reagira s katerokoli 
reducirajočo snovjo v vzorcu in ne samo s fenolnimi spojinami. Testa tako ne bi smeli 
obravnavati kot merilo vsebnosti celokupnih fenolnih spojin ampak kot merilo 
celokupnega antioksidativnega potenciala, podobno kot pri ABTS metodi. Ker so v večini 
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rastlin najobsežnejši AO fenolne spojine, je končni rezultat analize dober približek 
vsebnosti skupnih fenolov (Everette in sod., 2010). 
2.5.1.2 ABTS metoda 
 
ABTS metoda je (poleg DPPH metode) ena izmed najbolj uporabljenih indirektnih metod 
za določanje antioksidativnega potenciala (Roginsky in Lissi, 2005).  
 
Princip metode je spremljanje zmanjševanja koncentracije radikalnega kationa ABTS
+
 do 
katerega pride zaradi oksidacije ABTS ob prisotnosti fenolnih spojin v analiziranem 
vzorcu. Ko v analiziranem vzorcu ni prisotnih reducirajočih spojin, je ABTS radikal precej 
stabilen in močne modrozelene barve (Roginsky in Lissi, 2005). Ob prisotnosti spojin, ki 
so donorji vodikovega atoma, pa se pretvori v reducirano ABTS obliko, kar posledično 
spremeni absorbanco pri valovni dolžini 734 nm. Običajno rezultat podajamo kot TEAC 
(angl. Trolox equivalent antioxidant capacity) (Shalaby in Shanab, 2013). 
 
Prednost te metode je uporaba pri širokem pH razponu, kar omogoča preučevanje vpliva 
pH na antioksidativno aktivnost različnih komponent. Dodatna prednost je tudi topnost 
ABTS v vodnih in organskih topilih, zato lahko AOP določamo v lipofilnih kot tudi 
hidrofobnih topilih. V primerjavi z DPPH je metoda hitrejša, saj reakcija AO z ABTS v 
vodnem pufru poteče v največ 30 minutah, medtem ko reakcija z DPPH lahko traja tudi 8 
ur ali več (Shalaby in Shanab, 2013).  
 
Največja omejitev metode je slaba selektivnost v reakciji z donorji vodikovega atoma, saj 
lahko radikal reagira tudi z drugimi hidroksiliranimi aromatskimi spojinami s prostimi 
vodikovimi atomi, ki nimajo antioksidativnega potenciala (Arts in sod., 2003).  
2.5.1.3 DPPH metoda 
 
DPPH metoda je enostavna, hitra, točna in ekonomična metoda za določitev 
antioksidativnega potenciala spojine, ekstrakta ali drugih bioloških virov. Zaradi 
delokalizacije prostega elektrona po celotni molekuli je DPPH eden najbolj stabilnih 
prostih radikalov. Delokalizacija povzroči močno vijolično obarvanost pri valovni dolžini 
517 nm. Pri mešanju spojine DPPH s snovjo, ki lahko donira vodikov atom (npr. fenolne 
spojine), pride do redukcije molekule DPPH, kjer dobimo reducirano obliko DPPH2. 
Posledično vijolična barva zbledi kar privede do zmanjšanja absorbance (Kedare in Singh, 
2011).  
 
Prednost metode je, da lahko DPPH, če pustimo reakcijo teči dovolj časa, reagira z vsemi 
snovmi, ki so donorji vodikovega elektrona, zato lahko določimo tudi šibke AO v 
analiziranem vzorcu. Metodo lahko uporabimo v polarnih in nepolarnih organskih topilih, 
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zato je primerna za določitev tako hidrofilnih kot tudi lipofilnih AO (Kedare in Singh, 
2011). 
 
Pomanjkljivost DPPH metode je, da so številni AO, ki se lahko hitro reagirajo z 
radikalskim peroksidom skoraj v celoti ali popolnoma inertni na DPPH. Posebno pozornost 
je potrebno nameniti vzorcem, ki vsebujejo spojine, ki absorbirajo v istem spektru kot 
DPPH radikal, da ne dobimo napačnih rezultatov (Kedare in Singh, 2011).  
2.5.2 Tekočinska kromatogrofija/masna spektroskopija (LC-MS) 
 
Tekočinska kromatografija/masna spektrometrija (LC-MS) je nadgradnja tekočinske 
kromatografije, saj detekcija temelji na specifični masni spektrometriji. Prvi del predstavlja 
LC, kjer pride do ločevanja komponent vzorca nato pa MS ustvarja in zaznava mase 
nabitih ionov. S to analizo pridobimo podatke o molekularni masi, strukturi molekul, 
identifikaciji komponent in količini posameznih komponent vzorca. Sestavljen sistem obeh 
analiz olajša analizo kompleksnih vzorcev, ki jih je s tradicionalnimi metodami težje 
analizirati. Analiziramo lahko velike, polarne, ionske, termično nestabilne in nehlapne 
komponente. Metoda je uporabna tako za manjše farmacevtske molekule, kot tudi za večje 
molekule kot so kompleksne beljakovine (HP, 1998) 
 
Masni spektrometer loči ione v plinski fazi glede na njihovo maso in naboj. Tako lahko 
določamo strukturo molekul, izmerimo njihovo molekulsko maso in opredelimo 
molekulsko formulo (Rudan-Tasič in Klofutar, 2007). Sistem lahko selektivno zazna 
spojine, ki jih želimo identificirati iz preiskovanega matriksa. Na ta način tudi lažje 
najdemo razne nečistoče v sledovih. Najboljšo učinkovitost dosežemo, če LC-MS 
konfiguriramo tako, da zazna samo tiste mase, ki so značilne za spojine, ki jih želimo 
analizirati (HP, 1998) 
2.5.2.1 Kromatografija na trdnem  nosilcu (angl. solid phase extraction-SPE) 
 
To je metoda, katere glavna naloga je izolacija, koncentriranje in čiščenje določenih snovi 
iz kompleksnejših vzorcev. Je ena izmed tehnik za pripravo vzorca na nadaljnje analize 
(tudi LC-MS), lahko pa jo uporabljamo v kombinaciji z drugimi analitskimi metodami. 
Zaradi številnih prednosti je alternativna metoda ekstrakciji tekoče /tekoče (angl. 
liquid/liquid extraction-LLE), saj se porabi veliko manj topila, skrajša se čas ekstrakcije in 
je cenovno ugodnejša (Ötles in Kartal, 2016).  
 
Za postopek ekstrakcije na trdnem nosilcu potrebujemo posebne nosilce za enkratno 
uporabo, ki so napolnjeni s primernim sorbentom, na katerem pride do porazdelitve želene 
spojine med mobilno in trdno fazo (Ötles in Kartal, 2016). 
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Za SPE ekstrakcijo poznamo različne vrste nosilcev: 
- normalna faza vključuje polarno stacionarno fazo na kateri se zadržijo želene 
polarne komponente, saj pride do interakcije med polarnimi funkcionalnimi 
skupinami analita in polarnimi skupinami na površini sorbenta, 
- ionsko izmenjevalna SPE se uporablja za koncentriranje spojine s pozitivnim ali 
negativnim nabojem, saj so na nosilec prav tako vezane pozitivno ali negativno 
nabite skupine, ki nase vežejo nasprotno nabit analit, 
- reverzna faza vključuje nepolarno stacionarno fazo in polarno mobilno fazo. 
Primeren je za koncentriranje snovi iz vzorcev na vodni osnovi, glavne interakcije 
med vzorcem in sorbentom pa so Wan der Waalsove sile (Ötles in Kartal, 2016).  
 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
21 
3 MATERIAL IN METODE 
 
Namen naloge je bil ugotoviti ali osvetljevanje z različnimi valovnimi dolžinami vpliva na 
AOP kaljene pire. Naš kontrolni pogoj je bila tema v kateri smo piro kalili od ponedeljka 
do petka. Enako časovno obdobje smo piro kalili še pod LED svetlobo (kombinacija modre 
in zelene svetlobe), ostali pogoji pa so ostali nespremenjeni. Kaljenje smo v obeh pogojih 
(tema, LED osvetljevanje) ponovili v treh zaporednih tednih. Vzorčenje je potekalo 48 ur 
in 96 ur po začetku eksperimenta. Vsako ekstrakcijo (ločeno zrna in kalčki) smo ponovili v 
dveh paralelkah, prav tako vsako analizo določanja vsebnosti fenolnih spojin in AOP za 
posamezen vzorec. V treh neodvisnih poskusih smo analizirali tudi nekaljena zrna, da smo 
pridobili podatke o razliki v vsebnosti fenolnih snovi in AOP med nekaljeno in kaljeno 
piro. Na sliki 1 so predstavljene osnovne faze poskusa.  
 
 
Slika 1: Shema poskusa 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 





Uporabili smo zrna oluščene pire (Triticum spelta) sorte »Ostro«, letnik 2017, ki nam jih je 
za potrebe analiz prijazno odstopilo mlinarstvo Rangus. Nekaljena zrna smo shranjevali v 
temnem prostoru pri temperaturi 1 °C. Znano je, da je zrno sestavljeno iz endosperma, 
lupine (otrobov) in kalčka, vendar smo zaradi lažjega razumevanja tudi po odstranitve 
kalčka uporabljali besedo zrno. 
3.1.2 Reagenti 
 
Uporabljali smo kemično čiste reagente različnih proizvajalcev, ki smo jih pripravljali 
izključno z deionizirano vodo (v nadaljevanju vodo). DPPH, ABTS in FC reagenti so 
nestabilni in zelo hitro razpadajo, zato smo delovne raztopine pripravljali dnevno sveže. 




Tekom poskusa smo v različnih fazah uporabljali naslednje naprave in instrumente: 
- namizna tehtnica (Intertech): priprava pirinih zrn na kaljenje,  
- digitalni termometer: priprava pirinih zrn na kaljenje, 
- kalilna komora z merilcem vlage: kaljenje, 
- homogenizator (IKA A11 basic): ekstrakcija, 
- analitska tehtnica (Mettler Toledo): ekstrakcija, DPPH in ABTS metoda, 
- stresalnik (Tehtnica Železniki): ekstrakcija, hidroliza, 
- vrtinčnik (VWR-Mini Vortexer): ekstrakcija, rekonstrukcija in sušenje vzorca, 
spektrofotometrične metode, 
- centrifugirka (Beckman Coulter): ekstrakcija, hidroliza, 
- ultrazvočna kopel (Omnilab): sušenje in rekonstrukcija vzorca, 
- rotacijski vakuumski evaporator (Genevac): sušenje in rekonstrukcija vzorca, 
- centrifuga (Eppendorf 5415 D): sušenje in rekonstrukcija vzorca, DPPH in FC 
metoda, 
- komora za SPE (Supelco): ekstrakcija na trdni fazi, 
- spektrofotometer (Cecil CE 2021): spektrofotometrične metode, 
- pH meter (Mettler Toledo): ABTS metoda, 
- magnetno mešalo (Tehtnica): ABTS metoda, 
- štoparica: spektrofotometrične metode. 
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3.1.4 LED luči 
 
Za osvetljevanje med procesom kaljenja smo uporabili kombinacijo modrih in zelenih 
LED svetil, ki smo jih namestili na vrhu 15 cm visoke kartonske škatle. Nameščenih je bilo 
12 luči s povprečno močjo osvetljevanja 7,2 W/m
2
. Spekter je imel dva vrha, enega pri 470 
nm z intenziteto 0,10 W/m
2




3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava pirinih zrn na kaljenje  
 
Zrna smo najprej prebrali in izločili poškodovana ter tista brez vidnih kalčkov. V 100 ml 
čašo smo zatehtali 20 g zrn in dolili 40 ml vodovodne vode s temperaturo 20 °C. Zrna smo 
pustili namakati 2 uri na sobni temperaturi. Po končanem namakanju smo vodo odlili in 
zrna pretresli v večjo čašo, kjer smo jih tretirali z vročo vodo. Zrna smo prelili z vodo 
temperature 47 °C in jih 5 minut pustili v kontaktu. Ves čas smo zrna rahlo mešali in sproti 
dolivali vročo vodo, da je temperatura ostala čim bolj konstantna. Pomembno je, da 
temperatura vode ni presegla 50 °C, saj smo v predposkusu ugotovili, da zrna zaradi 
prevelikega temperaturnega šoka ne bi normalno kalila. Če bi temperatura padla preveč, bi 
glede na predposkus zrna plesnela. Po petih minutah smo vročo vodo odlili in zrna prenesli 
na petrijevko, na katero smo predhodno položili z vodovodno vodo omočen filter papir. 
Skupna količina dodane vode je znašala 10 ml.  
3.2.2 Kaljenje 
 
Petrijevke z zrni smo prenesli v komoro za kaljenje v za svetlobo nepropusten zaboj, ki je 
predstavljal pogoje teme. V primeru osvetljevanja z LED svetlobo so bile na vrhu zaboja 
nameščena ustrezna svetila, ki so brez prekinitve osvetljevala pirina zrna med celotnim 
procesom kaljena (slika 2). V komori smo med kaljenjem (od ponedeljka do petka) 
vzdrževali konstantno temperaturo 20 °C in 99 % relativno vlažnost. 2-krat dnevno (zjutraj 
in popoldne) smo v posamezno petrijevko razpršili 2-3 ml vode, da se zrna in kalčki med 
procesom kaljenja niso sušili in smo jim tako omogočili optimalne pogoje za kaljenje. 
 
 
Slika 2: Kaljenje v temi (levo) in pod LED svetlobo (desno) 
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- ≥ 99, 9 % metanol (Merck, Nemčija) 
 
Vzorčenje je potekalo po 48 in 96 urah kaljenja. Z nožem smo ločili kalčke od zrn in jih 
nato ločeno analizirali naprej. Tako zrna kot tudi kalčke smo prelili s tekočim dušikom. 
Zrna smo zmleli v homogenizatorju, kalčke pa zaradi manjše količine v terilnici. V 50 ml 
falkonke smo v dveh paralelkah zatehtali 1 g homogeniziranih zrn in prav tako v dveh 
paralelkah 0,2 g homogeniziranih kalčkov. V vsako falkonko smo dodali 9 ml metanola, 
vzorce na vrtinčniku dobro premešali, jih zaradi zaščite pred svetlobo zavili v aluminijasto 
folijo in stresali 2 uri na stresalniku z 200 obrati na minuto (rpm). Med stresanjem so se 
fenolne snovi iz zrn in kalčkov ekstrahirale v metanolno fazo. Po končani ekstrakciji smo 
vzorce centrifugirali 10 minut na 8000 rpm. Supernatant, ki je predstavljal frakcijo 
ekstraktibilnih fenolov, smo prelili v 15 ml falkonke, usedlino, ki je vsebovala vezane 




- NaOH (Honneywell Fluka, Češka), 
- 37 % HCl (Sigma Aldrich, Nemčija). 
 
Priprava reagentov: 
- 2 M NaOH: V čašo smo zatehtali 80 g NaOH, ga s pomočjo ultrazvočne kopeli 
raztopili v določeni količini vode, prelili v litrsko bučko in dopolnili z vodo do 
oznake. 
- 6 M HCl: 492,7 ml 37 % HCl smo prelili v litrsko bučko in z vodo dopolnili skoraj 
do oznake. Ko se je raztopina ohladila, smo z vodo dopolnili do oznake in 
premešali. 
 
Za začetek poteka hidrolize smo v 50 ml falkonko z usedlino, ki je ostala po 
centrifugiranju, dodali 20 ml 2 M NaOH in 4 ure stresali na stresalniku na 200 rpm. Za 
prekinitev poteka hidrolize smo dodali toliko 6 M HCl, da smo dosegli pH 2. pH vrednost 
smo kontrolirali s pH lističi po vsakem dodatku HCl. 
 
Z analizami supernatanta in hidrolizata zrn ter kalčkov smo pridobili podatek o vsebnosti 
ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin ter o AOP omenjenih frakcij v neprečiščenih 
vzorcih.   
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3.2.5 Sušenje in rekonstrukcija vzorcev 
 
Ta korak smo izvedli na supernatantu z namenom karakterizacije prečiščenih vzorcev. 5 ml 
bistrega supernatanta smo s pipeto prenesli v stekleno epruveto. Vzorce smo v rotacijskem 
vakuumskem evaporatorju sušili 3-4 ure, da je izhlapel ves metanol. Posušene vzorce smo 
rekonstruirali tako, da smo jim dodali 5 ml vode, jih premešali na vrtinčniku in za nekaj 
minut postavili v ultrazvočno kopel, da so se raztopile vse snovi. 4 ml vsakega 
rekonstruiranega vzorca smo prenesli v dve dvomililitrski epici in jih centrifugirali 3 
minute na 13200 rpm. Centrifugiran vzorec smo prefiltrirali skozi filter s premerom por 
0,45 µm (Chromafil A-45/25, cellulose mixed ester) in tako pripravili vzorec za SPE. 
 
Opisani postopek pa ni bil potreben pri pripravi hidrolizatov na čiščenje. Za nadaljno 
analizo s SPE smo del hidrolizata (5 ml) le prefiltrirali skozi 0,45 µm filtre (Chromafil A-
45/25, cellulose mixed ester). 
3.2.6 Ekstrakcija na trdni fazi (angl. solid phase extraction-SPE) 
 
Reagenti: 
- ≥ 99,9 % metanol (Honneywell Rieden-de Haën, Francija), 
- 70 % metanol. 
 
Priprava reagentov: 
- 70 % metanol: V 100 ml merilni valj smo odmerili 70 ml 99,9 %  metanola in ga 
prelili v bučko. Posebej smo odmerili še 30 ml vode in jo prilili v bučko z 
metanolom ter dobro premešali. 
 
Uporabljali smo kolone Strata X 3ml. Postopek SPE je potekal po istem postopku tako za 
rekonstruirani vzorec kot tudi za hidrolizat: 
- kondicioniranje: Na kolono smo nanesli 3 ml 100 % metanola in ga počasi 
(približno ena kapljica na sekundo) spuščali skozi kolono. Ko je iztekel skoraj ves 
metanol, smo pretok ustavili, da je kolona ostala omočena. 
- ekvalibracija: Na kolono smo nanesli 3 ml vode in jo počasi spuščali skozi kolono 
ter pazili, da je kolona ostala omočena. 
- nanos vzorca: Na kolono smo nanesli 3 ml vzorca in ga počasi spuščali skozi 
kolono. Tudi na tej stopnji se le-ta ni smela osušiti. 
- spiranje: Za spiranje smo uporabili 4 ml vode. 
- sušenje kolone: Kolono smo z zrakom sušili 2 minuti, tako da smo povišali podtlak 
in počakali, da je vsa voda stekla iz kolone. 
- eluiranje: Na kolono smo nanesli 2 ml 70 % metanola in ga počasi spuščali v 
predhodno stehtane epruvete.  
Pred SPE smo stehtali prazne steklene epruvete, po SPE pa še polne, da smo iz razlike 
izračunali maso eluata. Eluati supernatanta in hidrolizata zrn ter kalčkov so bili pripravljeni 
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na spektrofotometrične analize za določitev vsebnosti fenolnih snovi in antioksidativnega 
potenciala prečiščenih vzorcev. 
3.2.7 Spektrofotometrične metode za določanje fenolnih snovi in AOP 
 
Vse metode so zajemale analize naslednjih vzorcev v dveh paralelkah: 
- supernatant zrn in kalčkov po ekstrakciji z metanolom, 
- hidrolizat usedline zrn in kalčkov, 
- s SPE ekstrakcijo prečiščen supernatant zrn in kalčkov,  
- s SPE ekstrakcijo prečiščen hidrolizat zrn in kalčkov. 
 
Izmerjene absorbance smo vnesli v Excel, kjer smo izračunali končno koncentracijo 
fenolnih spojin in AOP vzorcev (µmol Troloks/g SS). Dobljene rezultate smo obdelali s 
statističnim programom SPSS, verzija 21, program ANOVA in post hoc testom LSD 
(vzorci so bili statistično različni P < 0,5). 
3.2.7.1 FC metoda 
 
Reagenti: 
- FC reagent (Merck, Nemčija), 
- 20 % Na2CO3 (Sigma-Aldricht, Nemčija). 
 
Priprava reagentov: 
- FC reagent: Zaradi hitrega razpadanja reagenta, smo vsakodnevno pripravili 
svežega tako, da smo zmešali FC reagent in vodo v razmerju 1:2.  
- 20 % (w/v) Na2CO3: zatehtali smo 20 g Na2CO3, ga raztopili v vodi, kvantitativno 
prenesli v 100 ml bučko in z vodo dopolnili do oznake. 
 
Postopek izvedbe analize: 
- vzorec: V epice smo odpipetirali 1300 µl ali 1350 µl vode, odvisno od vzorca. 
Glede na količino vode smo dodali 100 µl ali 50 µl vzorca in v enakomernem 
časovnem razmiku 300 µl FC reagenta ter premešali na vrtinčniku. Po 5 minutah 
smo v enakem časovnem razmiku kot FC reagent dodali še 300 µl Na2CO3 in 
vzorce pustili 60 minut stati v temi, da je potekla reakcija. Epice smo pred 
merjenjem 3 minute centrifugirali pri 13200 rpm. Absorbanco smo izmerili pri 
valovni dolžini 765 nm. 
- slepi vzorec: vzorec smo nadomestili z vodo 
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Umeritvena krivulja 
Pripravili smo 2 mM raztopino Troloksa in sicer tako, da smo v 10 ml bučko zatehtali 5 mg 
Troloksa in z metanolom dopolnili do oznake. V vsako od osmih epic smo odpipetirali 
1300 µl vode, 90-20 µl metanola, 10-80 µl raztopine 2 mM Troloksa, 300 µl FC reagenta 
(1:2) in po 5 minutah še 300 µl 20 % Na2CO3. Po eni uri inkubacije na sobni temperaturi 
smo vzorcem izmerili absorbanco pri 765 nm. Umeritvena krivulja je prikazana na sliki 5. 
 
 
Slika 3: Umeritvena krivulja s Troloksom za FC metodo 
3.2.7.2  Spektrofotometrična metoda ABTS 
 
Reagenti: 
- NaH2PO4 * 2H2O (Merck, Nemčija), 
- NaOH (Honneywell Fluka, Češka), 
- ABTS reagent (Sigma, Kanada), 
- MnO2 (Sigma Aldricht), 
- ≥ 99,9 % metanol (Honneywell Rieden-de Haën, Francija). 
 
Priprava reagentov: 
- 10 M NaOH: V ladjico smo zatehtali 40 g NaOH, ga kvantitativno prenesli v 
bučko, z merilnim valjem dolili 100 ml vode in dobro premešali. 
- fosfatni pufer s pH 7, 4: V čašo smo zatehtali 25,36 g NaH2PO4 * 2H2O in dodali 
približno 400 ml vode. Čašo smo postavili na magnetno mešalo, vanjo vstavili 
predhodno umerjeno elektrodo za merjenje pH-ja in dodajali 10 M NaOH, dokler 
nismo dosegli pH vrednosti 7,4. Vsebino v čaši smo prelili v 500 ml bučko in z 
vodo dopolnili do oznake. 
- izhodna raztopina ABTS: 25 mg ABTS reagenta in 100 mg MnO2 smo zatehtali v 
čašo ter s pipeto dodali 10 ml vode. Vsebino čaše smo na magnetnem mešalu 
mešali 1 uro. Raztopino smo prenesli v 2 ml epice in centrifugirali 1 minuto na 
13200 rpm. Supernatant smo s filtrom premera por 0,45µm (Chromafil A-45/25, 
y = 0,007x 

















c Troloks (µM) 
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cellulose mixed ester) prefiltrirali v 15 ml ependorfko. Tako pripravljena izhodna 
raztopina je zelo občutljiva na razpad, zato smo jo hranili v temi v hladilniku 2-3 
dni. 
- delovna raztopina ABTS: zmešali smo izhodno raztopino, fosfatni pufer s pH 7,4 in 
vodo v razmerju 5:11:44.  
 
Postopek izvedbe analize: 
- vzorec: V epico smo odpipetirali 200 µl fosfatnega pufra s pH 7,4 in dodali 1000 µl 
delovne raztopine ABTS. Dodali smo 800 µl ustrezno razredčenega vzorca (50 µl 
vzorca in 750 µl vode). Vsako epico smo premešali na vrtinčniku in jo v temi 
pustili stati 60 minut. Po pretečenem času smo izmerili absorbanco pri 734 nm. 
- referenčna raztopina: V epico smo odpipetirali 1000 µl delovne raztopine ABTS in 
enako količino vode. Vsebino smo dobro premešali in naprej postopali po enakem 
postopku kot z vzorcem. 
- slepi vzorec: 2000 µl vode 
 
Umeritvena krivulja 
Po enakem postopku kot za umeritveno krivuljo pri DPPH metodi, smo tudi tu pripravili 
1 mM raztopino Troloksa. V epice smo odpipetirali raztopino Troloksa (10-80 µl), dodali 
ustrezno količino vode (790-720 µl), 200 µl fosfatega pufra in 1000 µl predhodno 
pripravljene raztopine ABTS. Vzorce smo pustili na sobni temperaturi, da so razvili barvo 
in po eni uri izmerili absorbanco pri 735 nm. Točke umeritvene krivulje so prikazane na 
sliki 4. 
  
Slika 4: Umeritvena krivulja s Troloksom za ABTS metodo 
 
3.2.7.3 DPPH metoda  
 
Reagenti: 
- DPPH reagent (Sigma Aldricht, Nemčija), 
- ≥ 99,9 % metanol (Honneywell Rieden-de Haën, Francija). 
y = 0,0274x 

















c Troloks (µM) 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
29 
Priprava reagentov: 
- 1 mM raztopina DPPH (izhodna raztopina): zatehtali smo 3,94 mg DPPH, dodali 
10 ml metanola in mešali na vrtinčniku, dokler se DPPH ni popolnoma raztopil. 
Raztopino smo shranjevali v temnem in hladnem prostoru (hladilniku) in iz nje 
vsakodnevno pripravljali svežo delovno raztopino,  
- 0,2 mM raztopina DPPH (delovna raztopina): predhodno pripravljen 1 mM DPPH 
smo zmešali z metanolom v razmerju 1:4. 
 
Postopek izvedbe analize: 
- vzorec: V epico smo odpipetirali 1000 µl 0,2 mM DPPH ter dodali 800 µl 
metanola. V določenem časovnem razmiku smo dodali še 200 µl vzorca. Po 60 
minutni inkubaciji v temi na sobni temperaturi smo vzorce 3 minute centrifugirali 
pri 13000 rpm in jim izmerili absorbanco pri 520 nm. 
- referenčni vzorec: V epico smo odpipetirali 1000 µl metanola in 1000 µl 0,2 mM 
DPPH raztopine, dobro premešali in naprej postopali enako kot z vzorcem. 
- slepi vzorec: 2000 µl vode.  
 
Umeritvena krivulja 
Za umeritveno krivuljo smo kot standard uporabili 1 mM Troloks, ki smo ga pripravili 
tako, da smo zatehtali 2,5 mg Troloksa, ga kvantitativno prenesli v 10 ml bučko, z 
metanolom dopolnili do oznake in dobro premešali. V epice smo odpipetirali različne 
količine 1 mM Troloksa (od 10-80 µl), dodali ustrezno količino metanola (990-920 µl) in 
1000 µl DPPH-ja. Vsako epico smo premešali in pustili stati 60 minut na sobni 
temperaturi. Za vsako točko umeritvene krivulje (slika 3) smo pripravili dve ponovitvi, dva 
referenčna vzorca ter en slepi vzorec.  
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja s Troloksom za DPPH metodo 
  
y = 0,0246x 

















c Troloks (µM) 
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3.2.8 Izračun vsebnosti fenolnih spojin in AOP 
 
Z namenom neposredne primerjave smo rezultate pri vseh treh metodah izrazili kot 
množino Troloksa (µmol) v 1 gramu suhe snovi vzorca. Vsako analizo vzorca smo izvedli 
v 2 paralelkah, za izračun pa uporabili povprečno vrednost absorbanc, izmerjenih pri 765 
nm oz. povprečno vrednost padca absorbance, določenega pri 520 oz. 735 nm.  
 
Iz povprečne vrednosti absorbance (A) pri FC metodi oz. povprečne vrednosti zmanjšanja 
absorbance (ΔA) pri DPPH in ABTS metodi ter koeficienta umeritvene krivulje za 
posamezno metodo (k) smo izračunali masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v 





                                                           …(1) 
 
S pomočjo masne koncentracije skupnih fenolov (AO) v reakcijski mešanici (γRM) in 
volumna reakcijske mešanice (VRM) smo izračunali, kakšna je masa fenolnih spojin v 
reakcijski mešanici (mRM): 
  
mRM = γRM x VRM                                                      ...(2) 
 
Iz mase fenolnih spojin (AO) v reakcijski mešanici (mRM), volumna ekstrakta (Vpip), 
uporabljenega za analizo in faktorja razredčitve ekstrakta (R), smo izračunali masno 
koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktu (γcel): 
 
γcel =    
𝑚RM
𝑉pip
x R                                          …(3) 
 
Izračuni mase ekstraktibilnih in vezanih fenolnih (antioksidativnih) spojin v neprečiščenih 
in prečiščenih vzorcih se med seboj razlikujejo: 
 
- Ekstraktibilni: Iz masne koncentracije fenolnih spojin (antioksidantov) v celotnem 
ekstraktu (γcel) ter volumna metanola, uporabljenega pri ekstrakciji (Vcel), smo 
izračunali maso ekstraktibilnih fenolnih spojin v neprečiščenem ekstraktu (mEXT) 
 
mEXT  = γcel x Vcel                                             …(4) 
 
- Ekstraktibilni po SPE: za izračun mase ekstraktibilnih fenolnih spojin (AO) v 
prečiščenem ekstraktu (mspeEXT) potrebujemo podatek o koncentraciji fenolnih 
spojin v celotnem ekstraktu (γcel) ter podatek o volumnu eluata, ki ga izračunamo s 
pomočjo mase eluata (mSPE) in gostote (ρ) 70 % metanola, uporabljenega za 
eluiranje fenolnih spojin iz kolone. Nadalje moramo upoštevati  še volumen 
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metanola, uporabljenega pri ekstrakciji (Vcel) ter alikvot, ki smo ga nanesli na SPE 
kolono (Vspe).  
  






     …(5) 
 
- Vezani: Izračun je enak kot za ekstraktibilne fenolne spojine (AO) v 
neprečiščenem ekstraktu, le da namesto volumna metanola, uporabljenega pri 
ekstrakciji, upoštevamo volumen dodanega NaOH in HCl (VNaOH+HCl), ki smo ga 
uporabili pri pripravi hidrolizatov. 
 
mVEZ = γcel x V NaOH+HCl …(6) 
 
- Vezani po SPE: Izračun je enak kot za ekstraktibilne fenole (AO) v neprečiščenem 
ekstraktu, le da Vcel  ne predstavlja volumna dodanega metanola, ampak volumen  
NaOH in HCl, uporabljenega pri pripravi hidrolizatov. 
  






      …(7) 
 
Iz masne koncentracije fenolnih spojin (AO) v ekstraktu (mcel) in zatehte vzorca (mvzorca) 
smo izračunali maso Troloksa v 1 gramu sveže snovi (mg Troloks / g FW Troloks): 
 





S pomočjo deleža suhe snovi (SS) v vzorcu smo izračunali maso Troloksa v 1 g suhe snovi 
pirinih kalčkov in zrn (m Troloks /g SS):  
  
m Troloks/g SS = 




Z upoštevanjem molske mase troloksa (MTroloks), smo maso Troloksa pretvorili v množino 
Troloksa, določenega v 1 gramu suhe snovi:  
 
n Troloks/g SS = 
m Troloks /g SS
M Troloks
 …(10) 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 VIZUALNA RAZLIKA MED KALJENJEM V TEMI IN POD LED SVETLOBO 
 
Valovna dolžina ima eno ključnih vlog pri razvoju rastline, saj ima vpliv na njeno rast in 
morfološke procese kot so kalitev, dolžina stebla, fototropizem in cvetenje. Lakshmanan in 
sod. (2015) so pri kaljenju riža pod LED svetlobo dobili najkrajša stebla pod modro 
svetlobo in bledo rumene liste v temi. V našem poskusu je največja razlika opazna v barvi 
kalčka, drugačna pa je tudi rast korenin, saj so se pri kaljenju pod LED svetlobo obdržale 
bolj pri tleh, v temi pa so bile daljše in razraščene bolj od tal.  
 
 
Slika 6: Kaljena zrna pod LED svetlobo (levo) in v temi (desno) 
 
Količine nastalega klorofila sicer nismo spremljali, vendar lahko iz razlike barve kalčkov 
(slika 6) ugotovimo, da se le-ta v temi ni tvoril, medtem ko je LED svetloba spodbujala 
njegovo nastajanje. Ming-Chang in sod. (2007) našo domnevo potrjujejo tudi 
eksperimentalno na kalčkih graha, saj se je količina klorofila med kaljenjem pod LED 
svetlobo močno povečala v primerjavi s temo. Rezultati so pokazali, da v temi ne nastane 
skoraj nič klorofila, pod različnimi svetlobami pa nastane v obdobju 96 ur približno 30 mg 
klorofila na gram kalčka. Ključnega pomena je predvsem modra svetloba, saj sta Wild in 
Holzapfel že leta 1980 dokazala, da v primerjavi z rdečo in belo svetlobo nastane največ 
klorofila v listih bele gorjušice (Sinapis alba) pod vplivom modre svetlobe.  
4.2 VPLIV OSVETLJEVANJA NA VSEBNOST SUHE SNOVI V ZRNU IN 
KALČKU 
 
Iz preglednice 2 lahko razberemo, da se tekom kaljenja spreminja utežni delež kalčka, 
preračunano na suho snov celotnega kaljenega semena. Rezultati po posameznih tednih so 
med seboj primerljivi in brez večjih odstopanj, kar nakazuje na ponovljive pogoje med 
procesom kaljenja (temperatura, vlaga). Dobra ponovljivost je razvidna tudi iz prilog A in 
B kjer so zbrani rezultati o vsebnosti fenolnih spojin po posameznih tednih.  
  
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
33 
 Preglednica 2: Delež suhe snovi, ki jo je predstavljal kalček med kaljenjem semen  





















48 ur 96 ur 
TEMA Delež SS v 
kalčku (%) 
4,1 4,0 4,1 13,5 15,7 14,8 4,1 ± 0,1 14,7 ± 1,1 
LED 4,5 5,1 5,1 17,6 16,3 16,7 4,7 ± 0,3 16,9 ± 0,7 
 
Po 48 urah kaljenja v temi in pod LED svetlobo ni bilo bistvenih razlik, saj je zrno 
predstavljalo 96 % SS, kalček pa preostale 4 %.  Po 96 urah pa se je delež suhe snovi glede 
na pogoj kaljenja nekoliko razlikoval. V temi je kalček predstavljal 15 %, pod LED 
svetlobo pa 17 % SS, torej je v kalčku pod LED svetlobo nastalo 2 % več SS. Višji delež je 
lahko posledica novonastale glukoze, ki nastaja kot produkt fotosinteze pod LED svetlobo, 
v temi pa le-ta ne poteka in posledično glukoza po tej poti ne more nastajati. V obeh 
pogojih kaljenja je delež suhe snovi tekom kaljenja v kalčku naraščal. To je posledica 
prenosa enostavnih molekul (enostavni ogljikovi hidrati, aminokisline, maščobne kisline, 
glicerol) iz zrna v kalček med kaljenjem. V kalčku se te enostavne molekule kopičijo in 
oblikujejo se kompleksnejše molekule, ki povečajo suho maso kalčka (Griffin, 2003).  
4.3 VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN IN AOP V NEKALJENIH ZRNIH 
 
Za ugotavljanje vpliva različnih pogojev kaljenja na vsebnost fenolnih spojin in AOP 
kaljenih pirinih zrn smo najprej analizirali nekaljena zrna. Iz rezultatov v preglednici 3 je 
razvidno, da nekaljeno zrno vsebuje tako ekstraktibilne kot vezane fenolne spojine, kjer 
slednje predstavljajo večinski delež. Gawlik-Dziki in sod. (2012) so v svoji raziskavi 
primerjali fenolne spojine 6 različnih sort pire, med katerimi je bila tudi sorta Ostro, ki smo 
jo uporabili tudi v naši magistrski nalogi. Ugotovili so veliko razliko v vsebnosti fenolnih 
spojin že znotraj različnih sort pire. Rezultati DPPH analize izraženi kot PAC50 (µg 
fenolnih spojin/ml) so pokazali, da vse vrste pire vsebujejo več vezanih kot ekstraktibilnih 
fenolnih spojin, naša sorta pa obeh vsebuje nekoliko manj (16,6 ekstraktibilnih in 60,4 µg 
vezanih fenolnih spojin/ml) od povprečne vrednosti vseh 6 sort (25,3 ekstraktibilnih in 
81,2 µg vezanih fenolnih spojin/ml). Naši rezultati so kvalitativno primerljivi z rezultati 
Kafui Kwami in Liu (2002), kjer so ravno tako večji delež fenolnih spojin v pšenici 
predstavljale vezane fenolne spojine. Vsebnost fenolov so podali kot µmol galne kisline na 
gram zrna. Pšenična zrna so vsebovala 1,9 µmol ekstraktibilnih fenolnih spojin zrna (naša 
zrna 8,38 µmol Troloks/g SS) in 6,1 µmol vezanih fenolnih spojin (naša zrna 42,64 µmol 
Troloks/g SS). Rezultati našega poskusa so nekoliko višji, tudi če upoštevamo, da je 
Grobin (2016) v svojem magistrskem delu ugotovil, da galna kislina pri FC metodi izmenja 
2,57-krat več elektronov kot Troloks, kar pomeni, da moramo ekvivalent galne kisline 
pomnožiti s to vrednostjo, da dobimo Troloks ekvivalent. Glede na študijo Li in sod. 
(2008) naj bi sicer pira vsebovala manj fenolnih spojin v primerjavi s pšenico, vendar bodo 
potrebne še dodatne raziskave, ki bi vključevale tudi vplive zunanjih dejavnikov, vključno 
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s pogoji in lokacijo pridelave. Upoštevati moramo, da so odstopanja posledica različnih 
sort pire, različnih pogojev kaljenja in različnega postopka poskusa (ekstrakcija, hidroliza, 
SPE, različni postopki spektrofotometričnih metod itd.), zato lahko zaključimo, da so 
rezultati vseeno primerljivi.  
 
Glede na ugotovitve Kafui Kwami in Liu (2002), so v pšenici prisotni tudi flavonoidi 
vendar v bistveno manjših količinah (7-krat manj) kot fenolne spojine.  
 
Preglednica 3: Vsebnost ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) AO v neprečiščenih in prečiščenih (spe) 




(µmol Troloks/g SS) 
ABTS metoda 
(µmol Troloks/g SS) 
DPPH metoda 
(µmol Troloks/g SS) 
EXT 8,38 ± 0,36 9,89 ± 0,41 0,97 ± 0,03 
speEXT 2,47 ± 0,09 3,39 ± 0,22 0,34 ± 0,04 
VEZ 42,64 ± 2,28 40,87 ± 0,28 np* 
speVEZ 27,07 ± 0,95 26,53 ± 0,92 2,59 ± 0,20 
*ni podatka 
 
Vrednost AOP ekstraktibilnih spojin z DPPH metodo je bila 0,97, z ABTS pa 9,89 µmol 
Troloks/g SS (preglednica 3), kar je primerljivo z raziskavo Abdel-Aal in Rabalski (2008), 
ki sta preučevala AOP pire in drugih vrst pšenic. Pri piri so se njune vrednosti AOP 
izmerjene z DPPH metodo gibale okrog 3 µmol DPPH/g, pri ABTS pa med 17 in 25 µmol 
ABTS/g. Pri tem je potrebno upoštevati, da iz članka ni razvidno, ali so podatki podani na 
suho ali svežo snov, poleg tega pa rezultati niso podani na enak standard. Zagotovo pa 
velja, da je vrednost v obeh primerih nižja pri DPPH metodi. 
 
Opazimo tudi, da so vrednosti AOP določenega z DPPH metodo občutno nižje kot pri 
ABTS metodi, kar je opazno tudi v naslednjih poglavjih. V literaturi zasledimo, da v 
pšenici (tj. v sorodnici pire) obstaja veliko število bioaktivnih spojin, ki selektivno 
reagirajo z DPPH ali ABTS reagentom. Potek reakcije z AO obeh metod se razlikuje glede 
na koncentracijo in strukturo posameznih bioaktivnih spojin v ekstraktih pšenice, saj je 
reakcija odvisna od strukture fenolnih spojin. Princip reakcije tako pri DPPH kot tudi pri 
ABTS metodi temelji na reakcijah prenosa elektronov, vendar sta mehanizma nekoliko 
drugačna. Pri DPPH metodi se vijolična obarvanost stabilnega DPPH radikala zmanjšuje 
ob prisotnosti AO, saj je AO donor vodikovega atoma in ob reakciji pride do nastanka 
reducirane (nestabilne) oblike DPPH. Pri metodi ABTS pa moramo ABTS reagent najprej 
oksidirati do ABTS
++ 
(npr. kombinacija metioglobinom in H2O2), da se tvori sorazmerno 
stabilna modrozelena barvna spojina. Ko radikal reagira z AO, nastane reducirana oblika 
kar se kaže v razbarvanju raztopine (Abdel-Aal in Rabalski, 2008). 
 
Reagenta sta različno dovzetna do fenolnih spojin z različno kemijsko sestavo. Nenadis in 
Tsimidou (2002) sta v svoji raziskavi ugotovila, da najvišji AOP določen z metodo DPPH 
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izražajo spojine z več kot eno hidroksilno skupino (npr. kavna), sledijo pa ji monofenoli z 
metoksi (sinapinska, ferulna) ali alkilnimi substituenti (BHT
-
 butiliran hidroksitoluen), 
najnižji rezultat pa je bil pri prostih fenolih brez substituenta na aromatskem obroču 
(kumarna kislina). ABTS pa bistveno bolj aktivno reagira tudi s fenolnimi spojinami z eno 
OH skupino na aromatskem obroču (ferulna, izoferulna, kumarna), kot tudi z difenoli na 
katere DPPH ne da odziva oz. je le-ta slabši (Nenadis in sod. 2004). Posledično lahko 
sklepamo, da zaradi visoke vsebnosti ferulne kisline v piri (ena OH skupina na aromatskem 
obroču) ABTS pokaže višje vrednosti kot DPPH, ki slabše reagira s temi spojinami. 
4.4 PRIMERJAVA VSEBNOSTI FENOLNIH SPOJIN IN AOP MED TEMO IN LED 
SVETLOBO PO 48 IN 96 URAH KALJENJA 
 
V nadaljevanju so prikazane direktne primerjave vsebnosti fenolnih spojin in AOP v zrnu 
in kalčku med kaljenjem v temi in pod LED svetlobo. Fenolne spojine smo določali s FC 
metodo, AOP pa z metodama ABTS in DPPH. Primerjave so tudi časovne, torej med 48 in 
96 urami kaljenja. Vse izmerjene vrednosti vsebnosti fenolnih spojin in AOP so podane kot 
množina Troloksa v 1 g suhe snovi kaljenih pirinih zrn (µmol Troloksa / g SS). Vsebnosti 
fenolnih spojin in AOP po posameznih tednih so podane v prilogah A in B, povprečne 
vrednosti s standardno deviacijo pa v prilogah C in D. 
 
Pri določanju vsebnosti fenolnih spojin moramo poudariti, da so dobljene vrednosti le 
približek pravim vrednostim. Everette in sod. (2010) so namreč v svoji študiji dokazali, da 
FC reagent reagira tudi z drugimi snovmi (proteini, tioli, vitaminski derivati, gvanin…) in 
ne samo s fenolnimi spojinami, zato z metodo izmerimo celokupno antioksidativno 
zmogljivost vzorca in ne samo vsebnosti fenolnih spojin. Da z omenjeno metodo določimo 
tudi druge snovi, so dokazali tudi Irakli in sod. (2012), ki so vsebnost skupnih fenolov v 
pšenici in nekaterih drugih žitih primerjali z dobljenimi rezultati HPLC-UV metode. 
Ugotovili so, da je razlika še posebej visoka pri ekstraktibilnih fenolnih spojinah, kjer so s 
FC metodo določili kar 34-krat več fenolnih snovi, pri vezanih je razlika manjša in sicer 3-
kratna. Tudi v tej raziskavi so omenjena odstopanja pripisali nespecifičnosti FC reagenta 
za fenolne spojine. Zaradi dejstva, da so fenolne snovi v večini rastlin najpogostejši AO, se 
ta analiza uporablja za grobo oceno vsebnosti fenolnih snovi.   
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4.4.1 Zrno 
4.4.1.1 Vsebnost fenolnih spojin izmerjene s FC metodo  
 
Iz grafa A (slika 7) je razvidno, da se je vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin v 
neprečiščenih vzorcih po 48 urah ne glede na pogoje kaljenja gibala okrog 10 µmol/g SS, 
po 96 urah pa okrog 16 µmol/g SS, torej se je njihova količina v 2 dneh poveča za kar 60 
%. Vpliv kaljenja v temi in pod LED svetlobo ni bil statistično značilen, kar pa ni veljalo 
za prečiščene vzorce. Po 48 urah kaljenja (graf C) smo namreč določili višjo vsebnost 
fenolnih spojin pri vzorcih kaljenimi pod LED svetlobo.  
 
 
Slika 7: Vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v zrnu določena s FC metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (VEZ v neprečiščenem vzorcu), C (EXT v prečiščenem vzorcu), D 
(VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
Vsebnosti vezanih fenolnih spojin so se v neprečiščenem vzorcu (graf B) po 48 urah v temi 
in LED gibale med 45 in 48 µmol/g SS, po 96 urah pa med 47 in 49 µmol/g SS. Čeprav so 
si bile vrednosti zelo podobne, je po 48 urah statistično značilno več vezanih fenolnih 
spojin nastalo pod LED svetlobo, po 96 urah pa je nastalo enako fenolnih spojin. Količina 
vezanih fenolnih spojin se med 48 in 96 ur kaljenja ni spremenila pri nobenem pogoju 
kaljenja. Pri prečiščenih vzorcih (graf D) se je v temi količina fenolnih spojin po 96 urah 
povečala, pri LED pa nismo zaznali spremembe. Tudi v tem primeru med kaljenjem v temi 
in pod LED svetlobo nismo zaznali razlik.  
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4.4.1.2 AOP izmerjen z ABTS metodo 
 
V neprečiščenem vzorcu ekstraktibilne frakcije (slika 8) smo največji AOP določili po 96 
urah kaljenja v temi in sicer 20,86 µmol/g SS. Po 48 urah med vzorcema kaljenima v temi 
in pod LED svetlobo ni bilo statističnih razlik, v obeh primerih pa je bil po 96 urah kaljenja 
za približno 50 % višji AOP v primerjavi z 48 ur kaljenja. Popolnoma enak trend je veljal 
za ekstraktibilne fenolne spojine v prečiščenih vzorcih (graf C) iz česar lahko sklepamo, da 
smo med SPE izgubljali enake spojine. 
 
 
Slika 8: AOP ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v zrnu določen z ABTS metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (VEZ v neprečiščenem vzorcu), C (EXT v prečiščenem vzorcu), D 
(VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
AOP vezanih fenolnih spojin se je v neprečiščenem vzorcu v temi po 96 urah kaljenja 
statistično značilno povečal v primerjavi z 48 urami, medtem ko pod LED osvetljevanjem 
ni prišlo do sprememb (graf B). Vrednosti so se po 48 urah pri obeh pogojih gibale okrog 
50 µmol/g SS, po 96 pa okrog 52 µmol/g SS. Niti po 48, niti po 96 urah kaljenja svetlobni 
pogoji niso značilno vplivali na AOP neprečiščenih vzorcev. V prečiščenem vzorcu smo 
najvišji AOP izmerili zrnom, kaljenim 96 ur v temi, medtem ko med ostalimi vzorci ni bilo 
statističnih razlik (graf D).  
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4.4.1.3 AOP izmerjen z DPPH metodo 
 
Zaradi motnenja med DPPH analizo nam ni uspelo pridobiti podatkov za vezane fenolne 
spojine v neprečiščenem vzorcu, zato je v primerjavi z ostalima dvema analizama en graf 
manj.   
 
 
Slika 9: AOP ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v zrnu določen z DPPH metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (EXT v prečiščenem vzorcu), C (VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
Vrednosti AOP izmerjene z DPPH metodo v neprečiščenih vzorcih so bile nekoliko nižje 
kot pri ostalih dveh metodah. Iz grafa A (slika 9) je razvidno, da se je AOP ekstraktibilnih 
fenolnih spojin po 48 urah kaljenja gibal med 0,84 in 0,98 µmol/g SS, po 96 urah pa med 
1,13 in 1,18 µmol/g SS. Med temo in LED v nobenem časovnem obdobju ni bilo 
statističnih razlik. Tako v temi kot pod LED svetlobo je bil statistično višji AOP po 96 
urah kaljenja. Najvišji AOP ekstraktibilnih fenolnih spojin (1,18 µmol/g SS) smo določili v 
zrnu, ki je 96 ur kalilo v temi. Pri prečiščenih vzorcih je bil AOP statistično značilno 
najvišji po 96 urah kaljenja pod LED lučko, med ostalimi vrednostmi pa ni bilo razlik (graf 
C), kar pomeni, da se v temi AOP med kaljenjem ni spreminjal, pri LED pa je naraščal. 
 
Vrednosti AOP vezanih AO v prečiščenih vzorcih se med seboj statistično niso 
razlikovale, torej smo določili enak AOP tako v temi kot pri LED in tudi po 48 in 96 urah 
kaljenja. 
S primerjavo slik 7, 8 in 9 lahko opazimo podoben trend vrednosti AOP kot pri rezultatih 
določanja vsebnosti fenolnih spojin, saj se je AOP ekstraktibilnih fenolnih spojin tekom 
kaljenja zviševal, AOP vezanih pa je v večini primerov ostal enak.  
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4.4.2 Spreminjanje vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih AO v zrnu 
 
V preglednici 4 so prikazani deleži vezanih fenolnih spojin (FC metoda) in njihov 
prispevek k AOP (DPPH in ABTS metoda) kaljenih zrn. S prikazanimi deleži želimo 
predstaviti, kako se deleža vezanih in ekstraktibilnih fenolnih (antioksidativnih) spojin 
spreminjata tekom kaljenja. Razliko do 100 % predstavljajo ekstraktibilni AO. 
 
Preglednica 4: Delež vezanih fenolnih spojin (FC) oz. vezanih AO (ABTS, DPPH) v zrnu 
ZRNO 
FC metoda ABTS metoda DPPH metoda 
48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
TEMA 
delež VEZ (%) 81,7 73,9 77,8 71,7 np* np* 
delež speVEZ  (%) 88,8 84,2 85,7 79,4 91,5 92,7 
LED 
delež VEZ (%) 81,9 74,7 77,2 71,7 np* np* 
delež speVEZ (%) 88,2 83,9 84,5 79,6 92,9 91,0 
*ni podatka 
 
Vse tri metode so pokazale, da je bila vsebnost vezanih fenolnih spojin večja v primerjavi z 
ekstraktibilnimi tako po 48 kot tudi po 96 urah kaljenja. Razlika je bila najbolj očitna pri 
DPPH metodi, kjer smo določili 10-krat večjo reaktivnost vezanih spojin v primerjavi z 
ekstraktibilnimi, najmanjše razlike pa so bile pri ABTS metodi.  
 
V času od 48 do 96 ur kaljenja se je delež vezanih fenolnih (antioksidativnih) spojin v 
neprečiščenih vzorcih analiziranih s FC in ABTS metodo zmanjšal za 6-8 % in posledično 
se je delež ekstraktibilnih ravno toliko povečal. Še vedno pa velja, da se je količina obeh 
oblik fenolnih spojin povečevala, kar je razvidno iz priloge C, kjer so prikazane absolutne 
vrednosti. Razberemo lahko, da se je količina AO tekom kaljenja povečevala, vendar je 
bilo večji prirast opaziti pri ekstraktibilnih spojinah v primerjavi z vezanimi. Nekoliko nižji 
prirast (4-6 %) je bilo opaziti pri prečiščenih vzorcih analiziranih s FC in ABTS metodo. 
Pri rezultatih DPPH metode je bil delež vezanih spojin višji, njihova vsebnost pa se ni 
bistveno zmanjšala (le 1 %), v temi pa je celo nekoliko narastla (za 1 %).  Iz dobljenih 
rezultatov lahko sklepamo, da smo med čiščenjem vzorcev izgubili več ekstraktibilnih AO 
(fenolnih spojin oz. drugih spojinah, ki reagirajo v posameznih testih) v primerjavi z 
vezanimi (preračunano na suho snov).  
 
Tudi rezultati Xu in sod. (2009) so pokazali povišanje ekstraktibilnih snovi od 1. do 4. 
dneva kaljenja pšeničnih zrn in sicer iz 0,84 na 1,79 mg galne kisline/g SS. Na drugi strani 
se je količina  vezanih fenolnih spojin znižala in sicer iz 1,03 na 0,87 mg galne kisline/g 
SS.  
Za nekaljena zrna žit, kot so pšenica, oves, riž, ječmen in koruza, je značilno, da so fenolne 
spojine z nizko molekulsko maso s kovalentno vezjo vezane na polisaharide in lignine 
celičnih sten. Tekom procesa kaljenja se začne povečevati količina encimov, ki 
razgrajujejo celične stene v zrnu in tako pripomorejo k sproščanju fenolnih spojin iz 
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makromolekul, ki se nahajajo v celičnih stenah. Tako se vezane fenolne spojine pretvarjajo 
v ekstraktibilne, zato se njihova vsebnost tekom kaljenja poveča in na drugi strani količina 
vezanih zmanjša, kar pomeni tudi nižje razmerje v korist vezanih fenolnih spojin (Xu in 
sod., 2009). 
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da tako pri kaljenju v temi kot pod LED svetlobo v 
zrnu nastajajo enake oblike fenolnih spojin (vezani/ekstraktibilni fenoli) v dokaj podobnih 
količinah, saj se razmerja znotraj vsake metode posebej ohranjajo. Rezultati analize istega 
vzorca pa se nekoliko razlikujejo glede na uporabljeno metodo, kar dokazuje, da je 
reaktivnost enakih fenolnih spojin (AO) s posameznim reagentom različna. O tem smo že 
govorili v poglavju Vsebnost fenolnih spojin in AOP v nekaljenih zrnih.   
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4.4.3.1 Vsebnost fenolnih spojin izmerjene s FC metodo  
 
Kot je razvidno iz slike 10, je bila vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin statistično 
značilno višja pri kaljenju v temi, kjer je vrednost po 48 urah kaljenja dosegla 
238,86 µmol/g SS in po 96 urah 245,63 µmol/g SS. Pod LED svetlobo je nastalo za okrog 
16 % manj fenolnih spojin. Pri prečiščenih vzorcih v temi ni bilo statističnih razlik med 48 
in 96 urami kaljenja, pri kaljenju pod LED svetlobo pa je statistično značilno več spojin 
nastalo po 48 urah, nato pa se je njihova količina znižala za okrog 17 %. Tako kot pri 
neprečiščenih vzorcih, je tudi pri prečiščenih statistično značilno manj fenolnih spojin 
nastalo pod LED svetlobo. 
 
 
Slika 10: Vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v kalčku določena s FC metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (VEZ v neprečiščenem vzorcu), C (EXT v prečiščenem vzorcu), D 
(VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
Pri vezanih fenolnih spojinah se je količina fenolnih spojin v obeh pogojih kaljenja med 48 
in 96 ur kaljenja povišala za okrog 28 % (iz 158 na 218 µmol/g SS). Vrednost po 48 urah 
je bila pri obeh pogojih statistično enaka, isti trend je bilo mogoče opaziti tudi pri 96 urah 
kajenja. Pri prečiščenih vzorcih so bile vrednosti po 48 urah kaljenja v temi enake kot po 
48 in 96 urah kaljenja pod LED svetlobo, vendar statistično značilno manjše kot po 96 urah 
kaljenja v istih pogojih. Pod LED svetlobo je prav tako več fenolnih spojin nastalo po 96 
urah. 
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4.4.3.2 AOP izmerjen z ABTS metodo 
 
Iz slike 11 (graf A) razberemo, da so bile vrednosti s katerimi smo merili AOP 
ekstraktibilnih fenolnih spojin pri neprečiščenih vzorcih statistično značilno višje v temi 
(175 µmol/g SS). Pri posameznem pogoju kaljenja prav tako ni bilo razlik med AOP po 48 
in 96 urah kaljenja, torej se AOP v drugih 48 urah kaljenja na račun ekstraktibilnih 
fenolnih spojin ni več spreminjal. Pri prečiščenih vzorcih so bile vrednosti statistično nižje 
pri kaljenju pod LED svetlobo. AOP je bil v obeh pogojih kaljenja po 96 urah nižji kot po 
48 urah kaljenja. Če primerjamo AOP  neprečiščenih in prečiščenih ekstraktiilnih spojin 
opazimo, da časovno pri neprečiščenih vzorcih ni razlik pri nobenem pogoju kaljenja, pri 
prečiščenih pa smo določili nižji AOP po 96 urah kaljenja. Iz tega lahko sklepamo, da smo 
so po 96 urah izgubili nekatere komponente, ki imajo reaktivnost na ABTS reagent, le-te 
pa po 48 urah v vzorcih še niso bile prisotne. 
 
 
Slika 11: AOP ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v kalčku določen z ABTS metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (VEZ v neprečiščenem vzorcu), C (EXT v prečiščenem vzorcu), D 
(VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
Liu in sod. (2016) so v svoji raziskavi z ABTS metodo določali AOP ekstraktibilnih 
fenolnih spojin v kalčkih graha kaljenih pod različnimi valovnimi dolžinami. Podatke so 
primerjali glede na AOP v temi kaljenega graha. Kalčki, ki so kalili pod modro svetlob so 
v primerjavi s temo imeli za 64 % višji AOP, tisti ki so kalili pod belo za 57 %, pod 
rumeno 7 % in pod rdečo za 14 %. Statistično značilno višji AOP so določili pri kaljenju 
pod vsemi vrstami LED svetlobe v primerjavi s temo, kar je v nasprotju z našimi rezultati. 
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Upoštevati pa moramo, da so vseh 6 dni kaljena grah pol dneva kalili v temi in nato pol 
dneva pod LED svetlobo. 
 
AOP vezanih fenolnih spojin v neprečiščenih vzorcih je bil statistično značilno višji po 
96 urah kaljenja (264 in 280 µmol/g SS) v primerjavi z 48 urami (200 in 201 µmol/g SS), 
tako v temi kot pod LED svetlobo, kar je predstavlja okrog 40 % povečanje. Med temo in 
LED ni bilo statističnih razlik. AOP v prečiščenih vzorcih je bil po 48 in 96 urah višji v 
temi, znotraj posameznega parametra pa ni bilo razlik, torej se vrednost AOP ni 
spreminjala.  
4.4.3.3 AOP izmerjen z DPPH metodo 
 
Iz grafa A (slika 12) razberemo, da je bil AOP ekstraktibilnih fenolnih spojin v 
neprečiščenih vzorcih po 48 in 96 urah kaljenja statistično višji pri kaljenju v temi (56 in 
44 µmol/g SS) kot pod LED svetlobo (45 in 36 µmol/g SS). Vrednost po 48 urah kaljenja 
pod LED svetlobo je bila enaka vrednosti AOP v temi po 96 urah. Vrednost AOP med 48 
in 96 urami kaljenja je v obeh pogojih padla in sicer za okrog 20 %. Pri prečiščenem 
vzorcu se je trend ohranjal (graf B). 
 
 
Slika 12: AOP ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v kalčku določen z DPPH metodo 
*A (EXT v neprečiščenem vzorcu), B (EXT v prečiščenem vzorcu), C (VEZ v prečiščenem vzorcu) 
 
Pri prečiščenih vzorcih (graf C) je vrednost AOP po 96 urah kaljenja pod LED svetlobo 
znašala 19,26 µmol/g SS, kar je tudi najvišja vrednost. Med ostalimi rezultati ni bilo 
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statističnih razlik, kar pomeni, da se vrednost AOP med 48 in 96 urah kaljenja v temi ni 
spreminjala in je enaka vrednosti kalčkom, ki so 48 ur kalili pod LED svetlobo.  
4.4.4 Spreminjanje vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih AO v kalčku 
 
Pri kalčkih so se rezultati nekoliko bolj razlikovali v primerjavi z zrnom, še vedno pa je 
opaziti nekatere podobnosti. Prirast vezanih spojin se je znotraj posamezne metode 
ohranjal glede na vir svetlobe in znaša pri FC metodi 6-10, pri DPPH metodi  6-16 in pri 
ABST metodi 4-8 odstotkovnih točk. Med posameznimi metodami pa so se prirasti 
vezanih antioksidativnih spojin v neprečiščenih vzorcih razlikovali, saj smo z ABTS 
metodo določili večji delež vezanih spojin v primerjavi s FC metodo. Pri prečiščenih 
vzorcih smo z DPPH metodo določili nižji delež vezanih fenolnih snovi v primerjavi z 
drugima dvema metodama (preglednica 5).  V nasprotju z rezultati v zrnu se je delež pri 
prečiščenih vzorcih zmanjšal, kar pomeni, da se je med SPE izgubilo več vezanih spojin v 
primerjavi z ekstraktibilnimi, več o tem pa v poglavju Delež izgub fenolnih spojin in 
zmanjšanje AOP med rekonstrukcijo vzorcev in SPE. 
 
Preglednica 5: Delež vezanih fenolnih spojin (FC) oz. vezanih AO (ABTS, DPPH) v kalčku 
KALČEK 
FC metoda ABTS metoda DPPH metoda 
48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
TEMA 
delež VEZ (%) 39,0 47,1 53,9 61,1 np* np* 
delež speVEZ (%) 34,4 40,3 50,8 54,2 26,3 32,0 
LED 
delež VEZ (%) 44,4 51,9 57,4 63,9 np* np* 
delež speVEZ (%) 36,8 46,6 50,7 58,7 24,3 40,8 
 *ni podatka 
 
Delež vezanih spojin se je v časovnem obdobju med 48 in 96 urami kaljenja pri vseh 
metodah povečal, kar pomeni, da se je količina vezanih fenolnih snovi (oz. vezanih AO) v 
primerjavi z ekstraktibilnimi povečala. To je posledica delitve (biosinteze) celic med 
kaljenjem, pri čemer se poveča volumen celične stene in posledično se poveča tudi količina 
na celične stene vezanih fenolov (Shahidi in Yeo, 2016).  
 
Pojavile so se tudi razlike med kaljenjem v temi in pod LED svetlobo. V neprečiščenih 
vzorcih kaljenih v temi je bil delež vezanih fenolnih spojin nižji kot pod LED svetlobo. 
Trend je bil isti pri obeh metodah. Tudi pri prečiščenih vzorcih je v večini vzorcev več 
vezanih fenolnih spojin nastalo pri kaljenju pod LED lučjo.  
 
Če med sabo primerjamo absolutne vrednosti iz priloge C in D lahko ugotovimo, da je 
reaktivnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin, ki smo jo določili z ABTS metodo 
skoraj enaka (113 in 117 µmol Troloks/g SS), medtem ko so isti ekstrakti analizirani z 
DPPH metodo pokazali precej večjo reaktivnost z ekstraktibilnimi (34 µmol Troloks/g SS ) 
kot z vezanimi fenolnimi spojinami (11 µmol Troloks/g SS). Iz tega lahko sklepamo, da se 
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tekom kaljenja vežejo predvsem tiste fenolne spojine, ki slabše reagirajo z DPPH 
reagentom (npr. ferulna). 
4.5 RAZMERJE VSEBNOSTI AO MED ZRNOM IN KALČKOM PO 48 IN 96 URAH 
KALJENJA  
 
Zanimala nas je primerjava vsebnosti fenolnih spojin in AOP med zrnom in kalčkom. 
Zaradi različne homogenizacije in različnega razmerja vzorec/topilo primerjava ni 
popolnoma verodostojna, vendar glede na rezultate predposkusa, kjer smo ugotovili, da 
razmerje ne vpliva ključno na končne rezultate, lahko podamo nekatere zaključke. Številke 
v preglednici 6 nam povedo, kakšno je bilo razmerje vsebnosti fenolnih spojin med zrnom 
in kalčkom oz. za kolikokrat je bila vsebnost fenolnih spojin višja v kalčku v primerjavi z 
zrnom. 
 
Preglednica 6: Razmerje vsebnosti ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) AO med kalčkom in zrnom v 
prečiščenih (spe) in neprečiščenih ekstraktih 
 
FC metoda ABTS metoda DPPH metoda 





EXT 24 15 12 9 57 38 
speEXT 51 30 26 14 134 113 
VEZ 3 5 4 5 np* np* 




EXT 25 12 10 7 55 32 
speEXT 61 22 19 11 136 76 
VEZ 4 5 4 5 np* np* 
speVEZ 3 4 4 4 3 5 
*ni podatka 
 
Glede na rezultate FC metode v kalčku po 48 kaljenja je pod LED svetlobo v 
neprečiščenem vzorcu nastalo 25-krat več fenolnih spojin kot v zrnu, po 96 urah pa 12-krat 
več. Trend se je ohranil tudi pri prečiščenih vzorcih, kjer je bila količina nastalih fenolnih 
spojin še nekoliko višja v korist kalčkov, kjer je po 48 urah nastalo 61-krat več fenolnih 
spojin, po 96 urah pa 22-krat več. Pri vezanih fenolnih spojinah je bilo razmerje v korist 
kalčkov precej nižje, saj smo po 48 urah kaljenja pod LED svetlobo določili 4-krat več 
fenolnih spojin kot v zrnu, po 96 urah pa 5-krat več. Pri prečiščenih vzorcih so bile 
vrednosti podobne, prav tako pa ni bilo bistvenih razlik v primerjavi s temo. Zaključimo 
lahko, da način osvetljevanja ne vpliva bistveno na razmerje vsebnosti fenolnih spojin med 
kalčkom in zrnom. 
 
Tudi vrednosti AOP so sledile rezultatom fenolnih spojin, le da so bile vrednosti v korist 
kalčkov pri ekstraktibilnih fenolnih spojinah še mnogo višje. Rezultati metode DPPH so 
ravno tako pokazali višje razmerje AOP po 48 (55 in 136-krat več) kot po 96 urah (32 in 
75-krat več) kaljenja pod LED svetlobo pri neprečiščenih in prečiščenih vzorcih z 
ekstraktibilnimi fenolnimi spojinami. Tako visoke vrednosti razmerji v korist kalčkov za 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
46 
ekstraktibilne fenolne spojine v neprečiščenih vzorcih so se ohranile tudi pri kaljenju v 
temi. AOP vezanih fenolnih spojin se je v prečiščenih le nekoliko povečal pri kaljenju pod 
LED svetlobo, v temi pa ni bilo sprememb. 
 
Pri ABTS metodi se je AOP neprečiščenih vzorcev po 96 urah ravno tako zmanjšal (iz 10-
krat višjega AOP po 48 urah kaljenja na 7-krat višjega po 96 urah kaljenje pod LED 
svetlobo). Razlike v razmerjih so bile s to metodo pri neprečiščenih vzorcih manjše kot pri 
FC in DPPH metodi, kar pomeni, da je metoda pokazala manjšo razliko med AOP zrna in 
kalčka. Razmerje AOP pri vezanih fenolnih spojinah pa je bilo podobno kot pri DPPH in 
FC metodi, torej se je med 48 in 96 urami kaljenja le nekoliko povečala. Rezultati med 
temo in LED so si bili med seboj primerljivi tudi pri ABTS metodi, zaradi česar lahko 
sklepamo, da način osvetljevanja ni bistveno vplival na razmerje AO med kalčkom in 
zrnom, ne glede na obliko, v kateri se nahajajo. Rezultati vseh treh metod so pokazali, da 
se pri vezanih fenolnih spojinah razmerje med kaljenjem skoraj ni spremenilo. 
 
Vse metode so torej pokazale, da sta bila vsebnost fenolnih spojin in AOP višja v kalčkih, 
sploh pri ekstraktibilnih fenolnih spojinah. Najbolj  so odstopali rezultati DPPH metode. 
Tudi pri drugih starih žitih so ugotovitve podobne, saj so tako v kvinoji kot tudi v amarantu 
določili višjo vsebnost fenolnih spojin v kalčku (Pasko in sod., 2009). Ramesh in sod. 
(2011) so primerjali količino fenolnih spojin in AOP v zrnih in kalčkih stročnic. Ugotovili 
so, da imajo kalčki višji AOP kot zrna, kar je posledica  razlike v vsebnosti polifenolov in 
drugih spojin. Presnovna aktivnost se v zrnu poveča takoj, ko začnemo z namakanjem. Že 
med namakanjem se pojavljajo kompleksne biokemične spremembe, ki se nadaljujejo tudi 
med kaljenjem. Rezervne snovi kot so beljakovine, škrob in lipidi se med kaljenjem 
razgradijo na preprostejše komponente, ki so uporabne za izdelavo novih spojin v kalčku. 
Med procesom kaljenja se izboljša tudi vsebnost vitaminov, zlasti A, E, C in B kompleksa, 
kar je posledica delovanja encimov. Vse antioksidativne fitokemikalije, vitamini in druge 
koristne spojine se kopičijo predvsem v novo nastajajoči rastlini. Zrno je zaloga teh snovi, 
ki prehajajo v kalček, medtem, ko je namen novo nastajajoče rastline preživetje. 
 
Pomembno je poudariti, da je končna količina vezanih fenolnih snovi v zrnu in kalčku 
lahko višja kot kažejo naši rezultati, kar bi pomenilo še višje razmerje v korist vezanih 
fenolnih spojin v zrnu. Kafui Kwami in Liu (2002) sta namreč ugotovila, da je pri alkalni 
hidrolizi, ki traja 1-4 ure prišlo do približno 10 % izgube vezane ferulne kisline, ki je v piri 
daleč najbolj zastopana fenolna kislina. Glede na rezultate Serpen in sod. (2007) to pomeni 
tudi do 77 % nižje vrednosti antioksidativnega potenciala na primeru pšeničnih otrobov. 





), s čimer se redoks ravnotežje v alkalnem mediju zlahka pomakne v desno 
smer, kar posledično pomeni nižje izmerjene vrednosti od realnih. Zmanjšanje napake je 
možno z izvajanjem hidrolize izključno brez prisotnosti kisika (zamenjava s kontrolirano 
dušikovo ali argonovo atmosfero skozi celoten proces). 
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Splošno gledano se količina ekstraktibilnih antioksidativnih spojin v zrnu poveča, vezanih 
pa se ne spremeni bistveno. Pri kalčku se je tekom kaljenja količina ekstraktibilnih 
zmanjševala oz. se ni spreminjala, količina vezanih pa zviševala. Do podobnih rezultatov 
so prišli tudi Xu in sod. (2009), ki so proučevali vsebnost fenolnih spojin v ovsu med 
kaljenjem. Ugotovili so, da se količina vezanih fenolnih spojin tekom kaljenja v zrnu 
znižuje, količina ekstraktibilnih pa povečuje, vendar je potrebno poudariti, da v njihovi 
raziskavi niso ločevali kalčkov od zrn. Njihova razlaga je, da povečanje ekstraktibilnih 
fenolnih spojin izhaja iz sprostitve vezanih. V našem primeru se količina vezanih fenolnih 
spojin v zrnu ni toliko zmanjšala, kot se je ekstraktibilnih povečala oz. ravno obratno pri 
kalčku, zato so vir ekstraktibilnih fenolnih spojin lahko tudi novonastale molekule, ki se 
sintetizirajo med kaljenjem, ne glede na vir svetlobe.  
 
Vrednosti AOP so sledile trendu vsebnosti fenolnih spojin, saj so rezultati, sploh pri zrnih 
zelo podobni kot pri vsebnosti fenolnih spojin. Xu in sod. (2009) so v svoji študiji prišli do 
ugotovitve, da so spremembe v antioksidativni učinkovitosti posledica spremembe fenolnih 
spojin, še posebno tistih za katere je značilno, da pripomorejo k višji antioksidativni 
učinkovitosti (npr. ferulna kislina). Enako lahko trdimo tudi za rezultate naše analize. Tudi 
Randhir in sod. (2004) so ugotovili, da se med kaljenjem količina ekstraktibilnih snovi v 
kalčku poveča zaradi novo nastalih fenolnih snovi, ki ščitijo mlado rastlino pred zunanjimi 
vplivi. 
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se fenolne snovi v kalčku razlikujejo od tistih v 
semenu, saj je smo opazili razliko v razmerju reaktivnosti med FC in ABTS metodo. Iz 
absolutnih vrednosti v prilogi C in D lahko razberemo, da je razmerje pri zrnu približno 
1:1; medtem ko je pri kalčku bližje 1,3:1 (v korist ABTS). Večjih vidnih sprememb med 
kaljenjem v temi in pod LED svetlobo ni bilo, zato predpostavljamo, da med tem procesom 
v obeh primerih nastajajo podobne komponente v podobnih količinah. Osvetljevanje z 
LED svetlobo pod izbranimi pogoji torej ni dovolj velik stresni dejavnik, da bi se količina 
AO znatno povečala, vsaj v primerjavi s temo ne.  
 
Glede na pregledano literaturo takšnih rezultatov nismo pričakovali, saj smo bili mnenja, 
da bo pri kaljenju pod LED svetlobo nastalo več fenolnih snovi v primerjavi s temo. 
Spremljanje fenolnih spojin in AOP med kaljenjem pire ali pšenice pod osvetljevanjem z 
LED svetlobo je še vedno zelo neraziskana tema, saj je bilo glede na pregledano literaturo 
narejenih zelo malo raziskav. Urbonavičiute in sod. (2009) so kalili pšenico pod različnimi 
kombinacijami LED svetlobe in ugotovili, da ima pšenica pri osvetljevanju samo z rdečo 
svetlobo nižji AOP (določen z DPPH metodo) in manj fenolnih spojin v primerjavi z 
vzorci, kjer so bile rdeči svetlobi dodane še druge (modra + daljna rdeča + zelena in modra 
+ daljna rdeča + UV). Rdeča svetloba naj bi delovala kot fotostresor za rastline, saj 
povzroča neravnovesje v fitokromskem sistemu. Kombinacije ostalih valovnih dolžin z 
rdečo svetlobo nekoliko normalizirajo delovanje fitokromov in aktivirajo različne 
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fotoreceptorje, kar povzroči povečan učinek na odstranjevanje prostih radikalov. 
Nasprotno pa je pri kaljenju graha največ fenolnih spojin nastalo ravno pod rdečo svetlobo 
(Wu in sod., 2007), zato moramo upoštevati, da različne rastline razvijejo različne 
mehanizme odziva na različne valovne dolžine. Naša analiza ni vključevala valovne 
dolžine rdeče svetlobe, zato rezultatov ne moremo direktno primerjati.  
 
Več študij je bilo narejenih na drugih rastlinah, kjer sta se pri kaljenju pod LED svetlobo 
količini fenolnih spojin in AOP povečali. Ming-Chang in sod. (2007) so preučevali vpliv 
različnih valovnih dolžin LED svetlobe pri kaljenju graha. Ugotovili so, da je po 96 urah 
kaljenja najvišji Troloks ekvivalent (TE), izmerjen z ABTS metodo, dosegel grah, ki je bil 
kaljen pod rdečo svetlobo (106,5 µmol), sledile so še bela (98,68 µmol), modra (63,54 
µmol) in z najnižjim potencialom tema (58,2 µmol). Rezultati so v nasprotju z našimi, saj 
je bil značilno višji AOP določen grahu, ki je kalil pod katerokoli LED svetlobo v 
primerjavi s temo. Da ima valovna dolžina drugačen vpliv na posamezno vrsto rastline, 
dokazuje tudi to, da je pri kaljenju kitajskega brokolija največ fenolnih spojin nastalo po 
osvetljevanjem z modro svetlobo, sledila je bela, v temi in rdeči svetlobi pa je nastalo 
najmanj fenolnih spojin, pri čemer ni bilo statističnih razlik (Qian in sod., 2016).   
 
Tudi med kaljenjem ajde pod LED svetlobo se poveča AOP v odvisnosti od valovne 
dolžine (Lee in sod., 2014), vendar pri ajdi nastajajo povsem druge komponente 
(klorogenska kislina, rutin, katehin, cianidin 3-O-glukozid, cianidin 3-O-rutinozid ), zato 
rezultatov ne moremo direktno primerjati. So pa Thwe in sod. (2014) ugotovili, da se pri 
kaljenju pod rdečo LED svetlobo močno poveča količina katehina, pod modro svetlobo pa 
nastane statistično značilno več antocianinov, ki so glavni vzrok za rdečo obarvanost stebla 
med kaljenjem in višji AOP. Glede na dobljene rezultate se tudi pri ajdi povečuje količina 
fenolnih spojin med kaljenjem pod LED svetlobo, vsaka valovna dolžina pa inducira 
nastanek drugačnih spojin.  
 





), saj so Xiang in sod. (2017) v svoji raziskavi določili, da je količina fenolnih 
spojin v kalčkih koruze, ki so kalili na svetlobi višja v primerjavi s tistimi, ki so kalili v 
temi. Za pojasnitev zakaj v naši raziskavi ni bilo razlik med kaljenjem v temi in pod LED 
svetlobo, bi morali narediti dodatne analize z drugimi samostojnimi valovnimi dolžinami 
(npr. rdeča, modra, zelena, bela) in različnimi kombinacijami, saj glede na podatke iz 
literature vsaka valovna dolžina povzroči nastanek fenolnih spojin v različnih 
koncentracijah. Spremenili bi lahko tudi intenziteto osvetljevanja naših luči, saj bi višja 
intenziteta mogoče povzročila nastanek več antioksidativnih spojin in višji AOP. Tudi 
vzorčenja bi bila bolj smiselna vsakodnevno, da bi spremljali spremembo fenolnih snovi 
tudi na začetku kaljenja.  
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4.6 DELEŽ IZGUB FENOLNIH SPOJIN IN ZMANJŠANJE AOP MED 
REKONSTRUKCIJO VZORCEV IN SPE 
 
Tekom analize je zaradi čiščenja vzorca in koncentriranja fenolnih spojin prihajalo do 
izgub določenih komponent. Delež izgub se je skozi vse tri tedne po posameznih analizah 
in času analize lepo ohranjal, s čimer lahko sklepamo, da smo med čiščenjem vzorcev 
vedno izgubljali enake spojine. Odstopanja so najverjetneje posledica: 
- Različnega časa sušenja vzorcev v vakuumskem evaporatorju, saj so nekateri 
vzorci bili suhi po treh urah, nekateri pa še v štirih ne popolnoma. Nekateri vzorci 
so bili po štirih urah sušenja vidno preveč suhi (slika 13). 
- Zaradi preveč posušenega vzorca med rekonstrukcijo nismo uspeli odstraniti vsega 
vzorca s sten epruvet, zato celotne količine nismo nanesli na SPE kolono, kar 
posledično pomeni nižji izkoristek 
 
 
Slika 13: Preveč posušen vzorec zrna (levo) in kalčka (desno) 
 
Preglednica 7: Delež izgubljenih fenolnih spojin med rekonstrukcijo in SPE v nekaljenem zrnu 
NEKALJENO ZRNO 
% izgubljenih fenolnih spojin in AOP 
1. teden 2. teden 3. teden  
FC  
EXT 70 % 71 % 70 % 
VEZ 31 % 38 % 40 % 
ABTS 
EXT 64 % 65 % 68 % 
VEZ 32 % 36 % 37 % 
DPPH EXT 66 % 61 % 70 % 
 
V zrnih, ki jih nismo kalili, so vse tri metode pokazale večje izgube pri ekstraktibilnih 
fenolnih spojinah. Rezultati FC metode, s katero določamo vsebnost fenolnih spojin so 
pokazali, da med prečiščevanjem vzorca izgubimo kar okrog 70 % snovi, ki reagirajo s FC 
reagentom. Posledično se je močno (60-70 %) znižal tudi AOP, ki ga določimo z ABTS in 
DPPH metodo. Tudi količina vezanih fenolnih spojin se je zmanjšala, vendar občutno manj 
(30-40 %), kar sovpada z ustreznim zmanjšanjem AOP (preglednica 7).  
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Preglednica 8: Delež izgubljenih fenolnih spojin med rekonstrukcijo in SPE v kaljenem zrnu 
KALJENO ZRNO 















EXT 66 % 64 % 66 % 67 % 63 % 65 % 
VEZ 31 % 41 % 43 % 34 % 32 % 37 % 
LED 
EXT np* 64 % 63 % 63 % 65 % 66 % 
VEZ 36 % 39 % 40 % 32 % 35 % 42 % 
ABTS 
TEMA 
EXT 65 % 60 % 63 % 60 % 53 % 55 % 
VEZ 34 % 36 % 39 % 32 % 33 % 35 % 
LED 
EXT 65 % 60 % 61 % 57 % 57 % 58 % 
VEZ 33 % 37 % 34 % 31 % 33 % 37 % 
DPPH 
TEMA EXT 68 % 68 % 73 % 75 % 76 % 78 % 
LED EXT 67 % 74 % 66 % 72 % 69 % 66 % 
*ni podatka 
 
Kot je razvidno iz preglednice 8, so bili rezultati kaljenih zrn podobni kot pri nekaljenih, 
saj so vzorci v obeh pogojih kaljenja pokazali večje izgube ekstraktibilnih fenolnih snovi 
oz. snovi, ki reagirajo v teh testih, kar se je odražalo na podobnem znižanju AOP. Večje 
znižanje je bilo opazno pri DPPH metodi, kjer se je AOP po 96 urah kaljenja v temi znižal 
za 75-80 %. Pri vezanih fenolnih spojinah in AOP teh spojin so bile izgube manjše (med 
30 in 40 %). Med temo in LED pri FC in ABTS metodi ni bilo opaznih večjih razlik, 
medtem ko je pri DPPH metodi po 96 urah kaljenja bilo več izgub pri ekstraktih iz pire, ki 
je kalila v temi. 
 
Preglednica 9: Delež izgubljenih fenolnih spojin med rekonstrukcijo in SPE v kalčku 
KALČEK 















EXT 22 % 24 % 28 % 28 % 28 % 26 % 
VEZ 32 % 39 % 44 % 44 % 45 % 43 % 
LED 
EXT np* 30 % 22 % 38 % 35 % 40 % 
VEZ 34 % 43 % 38 % 53 % 50 % 50 % 
ABTS 
TEMA 
EXT 20 % 15 % 26 % 31 % 23 % 27 % 
VEZ 25 % 34 % 37 % 45 % 45 % 46 % 
LED 
EXT 25 % 24 % 24 % 38 % 38 % 36 % 
VEZ 38 % 39 % 36 % 52 % 51 % 48 % 
DPPH 
TEMA EXT 37 % 36 % 36 % 34 % 26 % 28 % 
LED EXT 40 % 25 % 28 % 36 % 28 % 18 % 
 *ni podatka 
 
V kalčkih so bile izgube nižje v primerjavi z zrni, manjše pa so bile tudi razlike med 
obema oblikama spojin. Neodvisno od pogojev kaljenja smo s postopkom čiščenja izgubili 
Krek M. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na AOP kaljene pire. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
51 
več AO in snovi, ki reagirajo v testih z reagenti, kar je v nasprotju z rezultati dobljenimi za 
zrno. Iz rezultatov, predstavljenih v preglednici 9, lahko ugotovimo, da je na delež 
izgubljenih snovi precej vplival tudi čas kaljenja. Tako pri ekstraktibilnih, še bolj izrazito 
pa pri vezanih fenolnih spojinah, smo opazno večje izgube določili pri kalčkih, ki so rastli 
96 ur pod LED svetlobo. To je veljalo predvsem za FC in ABTS metodo, ne pa tudi za 
DPPH, kjer trend ni bil izrazit. Še enkrat pa je potrebno poudariti, da smo z vsemi tremi 
metodami analizirali enake ekstrakte, zato je bila dejanska vsebnost analiziranih spojin pri 
vseh metodah enaka, različna pa je bila reaktivnost teh spojin do posameznih reagentov v 
testih, zato se rezultati med metodami razlikujejo. 
 
Čeprav smo vseskozi pisali o izgubi fenolnih spojin pa temu ni čisto tako, saj so izgube 
med SPE predvsem posledica odstranitve nečistoč, ki jih ne uvrščamo med fenolne spojine, 
vendar zaradi prostega vodikovega atoma vseeno reagirajo z reagenti s katerimi smo 
določali AOP in skupne fenolne spojine pred SPE (enostavni sladkorji in druge bolj 
kompleksne komponente). Res pa je, da poleg nečistoč na koloni lahko ostane tudi določen 
delež fenolnih spojin, ki jih med študijo izgubimo. Matějiček in sod. (2003) so namreč v 
svoji študiji analizirali v kolikšnem deležu se med SPE ohranijo posamezne fenolne 
spojine. Delež ohranitve za nekatere fenolne kisline, ki so prisotne v žitih so naslednji: 
ferulna (95,1 %), vanilinska (97,4 %), protokatehujska (90,5 %), p-hidroksi benzojska 
(95,4 %), kavna (90,6 %), sinirginska (96,3 %), p-kumarna (95,3 %) in sinapinska (90,4 
%). Izgube so sicer majhne, vendar niso popolnoma zanemarljive, vsekakor pa močno 
zavisijo od pogojev SPE postopka. 
 
Zaključimo lahko, da na izgube pri nekaljenih in kaljenih zrnih (brez kalčkov) poleg SPE 
znatno vpliva sama priprava vzorcev na SPE (odparevanje metanola in rekonstrukcija 
vzorcev v vodi). Med večurnim sušenjem ekstraktov pri 40 °C najbolj termolabilne spojine 
razpadejo in izgubijo svojo antioksidativno moč, v primeru nepopolnega raztapljanja pa del 
spojin, ki smo jih sicer uspešno pridobili iz pire, ostane na stenah epruvet. Na končno 
vrednost pa vplivajo tudi vsi koraki, ki sledijo (centrifugiranje, filtriranje). Zanimivo pa je 
vpliv omenjenih korakov precej manjši pri kalčku, kjer so izgube ekstraktibilnih spojin tudi 
za več kot polovico manjše kot pri zrnu. Da bo temu tako, smo predpostavljali že med 
samim poskusom, saj so se nekateri vzorci zrn med sušenjem spenili, ostalo pa je tudi več 
neraztopljenih delcev v primerjavi s kalčkom. Na drugi strani je hidroliza imela pri kalčku 
in zrnu primerljive posledice na delež izgubljenih vezanih spojin, vendar lahko slednje 
potrdimo le pri FC in ABTS metodi. 
4.7 PRIMERJAVA SPREMINJANJA VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN 
IN AOP MED TEMO IN LED SVETLOBO 
 
Vsebnost skupnih fenolov smo izračunali tako, da smo pomnožili vsebnost fenolnih spojin 
v zrnih in kalčku z njunim deležem suhe snovi po končanem kaljenju v posameznih 
pogojih. Sešteli smo dobljene vrednosti v zrnu in kalčku ter na koncu še ekstraktibilne in 
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vezane fenolne spojine oz. AOP. Pri DPPH metodi so podatki samo za prečiščene vzorce, 
saj nimamo podatkov za vezane fenolne spojine v neprečiščenih vzorcih, da bi izračunali 
skupne fenolne spojine. 
 
Iz slike 14 je razvidno, da se je količina skupnih fenolnih snovi in AOP v suhi snovi tekom 
kaljenja povečevala. Naraščanje je bilo tako v temi kot tudi pri LED večje v obdobju 48-96 
ur kot v prvih dveh dneh kaljenja. V prvih 48 urah se je količina skupnih fenolnih spojin 
povečala za 35-46 %, prav tako se je za 54-57 % povečal AOP določen s pomočjo ABTS 
metode, pri DPPH metodi pa se je AOP povečal še nekoliko bolj in sicer za 80-87 %. V 
zadnjih dveh dneh kaljenja se je vsebnost skupnih fenolnih spojin v primerjavi z drugim 
dnem povečala še za 60-80 %, AOP določen z ABTS metodo se je povečal za 55-70 % in z 
DPPH metodo 90-100 %. V primerjavi z nekaljenim zrnom sta se količina skupnih 
fenolnih spojin in AOP izmerjen z ABTS metodo povečala za 2,5-krat, pri DPPH metodi 
pa za 3-krat.  
 
Slika 14: Spreminjanje vsebnosti skupnih fenolnih snovi med kaljenjem v temi in pod LED svetlobo  
*A (FC metoda), B (ABTS metoda), C (DPPH metoda) 
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Do podobnih rezultatov so prišli Benincasa in sod. (2014), ki so piro in pšenico kalili na 
svetlobi (10 ur) in v temi (14 ur). V petih dneh kaljenja se je količina fenolnih snovi 
povišala za 2,5-krat (iz 180 na 450 µg GAE/g FW), nato pa v sedmih dneh le še za okrog 
20 %. Fenolne spojine se torej v največji meri tvorijo v začetnih fazah kaljenja. Najvišji 
porast fenolnih spojin je bil ravno v piri, kjer je bilo v nekaljenem zrnu najmanj fenolnih 
snovi v primerjavi z ostalimi vrstami pšenice. V piri je bilo statistično manj fenolnih spojin 
v vseh fazah kaljenja v primerjavi z večino vrst pšenice. Tudi AOP se je pri istem poskusu 
povečal za 100 %, kar sovpada z našimi rezultati. 
 
Med temo in LED ni bilo bistvenih razlik, saj so vse tri metode pokazale skoraj identično 
količino skupnih fenolnih spojin po 48 urah kaljenja. Tudi po 96 urah so pri neprečiščenih 
vzorcih vrednosti skoraj identične, pri prečiščenih vzorcih pa smo določili 7 % manj 
fenolnih spojin pri LED in 8 %  nižji AOP z ABTS metodo. AOP izmerjen z DPPH 
metodo je bil za 13 % višji pri osvetlitvi z LED lučkami.  
 
Naši rezultati po 96 urah kaljenja so bili višji kot v raziskavi Wu in sod. (2007), ki so 
preučevali vpliv LED svetlobe na vsebnost AO v kaljenem grahu. Po 96 urah kaljenja v 
temi je bila antioksidativna vrednost pri grahu, izmerjena z metodo ABTS, 58  µmol 
(TEAC), v našem primeru pa 130 µmol Troloks g/SS. Kaljenje pod LED svetlobo je v 
našem primeru dalo identične rezultate kot tema, pri grahu pa se je kot najugodnejši pogoj 
izkazala uporaba rdečih luči (106 µmol), manj belih (98 µmol),  najmanj AO pa se je 
tvorilo pod modro svetlobo (63 µmol). 
 
Eden od razlogov za velika odstopanja rezultatov v literaturi je postopek celotnega 
poskusa, saj je rezultate zaradi različnih načinov izvedb v posameznih raziskavah med 
seboj zelo težko primerjati. Razlike se pojavljajo v času namakanja, pogojih kaljenja, 
razmerjih topila in vzorca, izbranih topilih, času ekstrakcij, število ponovljenih ekstrakcij, 
pogojih centrifugiranja, načinu rekonstrukcije, postopku SPE, postopku izvedbe 
spektrofotometričnih analiz, izbiri standarda, interpretaciji rezultatov in še bi lahko 
naštevali. Hernández in sod. (2011) dodajajo, da so veliki razponi v literaturi lahko 
posledica tudi nekaterih dejavnikov, kot so izbira kultivarja, metode mletja, kmetijska 
praksa, podnebne razmere itd.  
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Skozi celoten proces izdelave magistrske naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
 Delež suhe snovi se tekom kaljenja v kalčku zvišuje. 
 
 Neodvisno od izbora metode prevladujejo prvih 96 ur kaljenja v kalčku ekstraktibilni 
AO, v preostalem zrnu pa se ti večinoma nahajajo v vezani obliki.  
 
 Količina vezanih in ekstraktibilnih fenolnih spojin se tekom kaljenja spreminja tako v 
zrnu kot tudi v kalčku 
o v zrnu se povečuje vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin, med kaljenjem v  temi 
in pod LED svetlobo ni bistvenih razlik, 
o v kalčku se povečuje količina vezanih fenolnih spojin, kar je bolj opazno pri 
kaljenju pod LED svetlobo kot v temi. 
 
 Količina vezanih fenolnih (antioksidativnih) spojin v kaljenem zrnu se ni zmanjšala v 
enakem obsegu  kot količina ekstraktibilnih povečala, zato so vir ekstraktibilnih AO v 
rastočem kalčku tudi novonastale molekule.   
 
 V primerjavi z nekaljenim zrnom je kalček podvržen večjim kvantitativnim 
spremembam v vsebnosti fenolnih spojin in AOP kot preostalo kaljeno zrno, 
neodvisno od časa kaljenja. 
 
 Kaljenje pozitivno vpliva na vsebnost bioaktivnih spojin. Količina skupnih fenolnih 
spojin določena z FC metodo se po 96 urah kaljenja 2,5-krat poveča. 
 
 Količina spojin z antioksidativnim delovanjem se v primerjavi z nekaljenim zrnom 
poveča tako pri kaljenju v temi kot pri kaljenju pod LED lučkami izbranih valovnih 
dolžin. AOP izmerjen z ABTS metodo se po 96 urah kaljenja poveča za 2,5-krat, pri 
DPPH metodi pa je zvišanje 3-kratno. 
 
 Vpliv osvetljevanja z izbranimi valovnimi dolžinami na vsebnost fenolnih spojin je  
neznačilen tako za zrno kot za kalček kaljene pire. 
 
 Kaljenje pod LED svetlobo izbranih valovnih dolžin neznačilno vpliva na AOP zrna in 
kalčka kaljene pire. 
 
 Med pripravo prečiščenih vzorcev se pri zrnu izgubi več ekstraktibilnih fenolnih snovi 
(60-70 %), v kalčku pa več vezanih (30-50 %).  
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 Med čiščenjem ekstraktibilne frakcije AO prihaja do izgub, ki so posledica odstranitve 
spojin, ki nimajo antioksidativnega potenciala kot tudi fenolnih spojin, ki smo jih 
izgubili med sušenjem in rekonstrukcijo vzorcev, zaradi neuspešne vezave na SPE 
kolono oz. neučinkovitega eluiranja teh spojin iz kolone. Izgube ekstraktibilnih spojin 
so tudi za več kot polovico manjše pri kalčku v primerjavi z zrnom. 
 
 Hidroliza vezanih spojin je imela pri kalčku in zrnu primerljiv vpliv na izgubo vezanih 
spojin, vendar lahko slednje potrdimo le pri FC in ABTS metodi. 
 
 Izmerjene vsebnosti fenolnih spojin oz. AOP izražen kot ekvivalent Troloksa so med 
FC in ABTS metodo primerljive, medtem ko so vrednosti izmerjene z DPPH metodo 
precej nižje. To je posledica nižje reaktivnosti ferulne kisline z DPPH reagentom v 
primerjavi z ostalima dvema reagentoma (ABTS in FC), ki sta bolj dovzetna za 
reakcijo s ferulno kislino. 
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Pšenica in njene stare sorte, med katere spada tudi pira,  se v prehrani uporabljajo že od 
pozne kamene dobe naprej (približno 6700 pr. n. št.), njena vloga pa se je ohranila vse do 
danes, saj so izdelki iz nje eden glavnih virov energije po vsem svetu. Velja tudi za odličen 
vir mikro in makro hranil. Vsebuje namreč beljakovine, lipide, škrob, topno prehransko 
vlaknino in minerale (cink, selen, litij, fosfor in magnezij). Sestava zrna močno variira 
glede na genotip in pogoje rasti. 
 
Pira ima veliko pozitivnih učinkov na zdravje, saj jo zdravstvene organizacije priporočajo 
za uživanje ljudem s previsokim holesterolom v krvi, ulkusnim kolitisom, revmatoidnem 
artritisom, depresijo, kardiovaskularnimi boleznimi, kapjo, sladkorno boleznijo tipa II, 
metaboličnim sindromom in gastrointestinalnim rakom. Blagodejni učinki na naštete 
bolezni so posledica edinstvenih fitokemičnih spojin z antioksidativnim delovanjem. 
 
Antioksidativno aktivnost pirinega zrna lahko še povečamo s procesom kaljenja. Med 
kaljenjem se zrno zmehča, zmanjša se količina antinutritivnih snovi in kar je 
najpomembneje, izboljša se hranilna vrednost. Med procesom kaljenja poteka sinteza 
encimov in modifikacija jedra, kar privede do povečane količine fenolnih spojin in 
povišane antioksidativne aktivnosti. Ni še popolnoma pojasnjeno, kako se količina fenolov, 
zlasti fenolnih AO, spreminja s fazo kaljivosti, vsekakor pa gre za pripravo zrna na 
spremenjene in neugodne razmere.  
 
Med stresne pogoje spada tudi osvetljevanje z LED svetlobo med kaljenjem, zato je bil cilj 
naše magistrske naloge ugotoviti, ali se količina fenolnih spojin v primerjavi s temo res 
poveča. Pirina zrna smo 96 ur kalili v temi ter pod LED svetlobo. Fenolne spojine smo 
ločeno ekstrahirali iz zrna in kalčka, saj smo želeli spremljati transformacije ekstraktibilnih 
in vezanih fenolnih spojin v vsakem delu posebej. Za določitev vezanih fenolnih spojin 
smo izvedli hidrolizo, za ovrednotenje ekstraktibilnih pa smo fenolne spojine ekstrahirali v 
metanolu in z nadaljnjimi analizami določali njihovo vsebnost. Da bi ugotovili kolikšna je 
vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v prečiščenih vzorcih smo izvedli še 
SPE. Vse vzorce smo analizirali s FC, DPPH in ABTS metodo, s čimer smo pridobili 
podatke o vsebnost fenolnih spojin v vzorcih in njihovem AOP.  
 
V zrnu se količina vezanih fenolnih spojin ni bistveno spreminjala, količina ekstraktibilnih 
pa se je povečevala. Večje kvantitativne spremembe so se v obeh pogojih kaljenja dogajale 
v kalčku, kjer se količina tako ekstraktibilnih kot tudi vezanih fenolnih spojin močno 
poveča, če vrednosti primerjamo z nekaljenim zrnom. Med 48 in 96 urami kaljenja se 
količina ekstraktibilnih fenolnih spojin že nekoliko zniža, količina vezanih pa poveča, saj 
se fenolne spojine vgrajujejo v novonastale makromolekule v celičnih stenah. Tako smo 
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potrdili hipotezi, da so kvalitativne in kvantitativne spremembe v vsebnosti AO večje v 
kalčkih kot v zrnu ter da se količina ekstraktibilnih fenolnih spojin razlikuje od količine 
vezanih fenolnih spojin tako v zrnu kot tudi v kalčku. 
 
Primerjava metod FC, DPPH in ABTS, kjer smo rezultate podali na enak standard, 
nakazuje da spremembe, do katerih pride med kaljenjem, niso zgolj posledica 
transformacij ene oblike AO v drugo temveč tudi nastanka novih spojin. 
 
Ugotovili smo, da se količina skupnih fenolnih snovi tekom kaljenja poveča pri obeh 
pogojih kaljenja, vendar v direktni medsebojni primerjavi ekstraktibilnih in vezanih 
fenolnih spojin v istem časovnem obdobju kaljenja v večini vzorcev ni razlik. Zato smo 
našo glavno hipotezo, da osvetljevanje s svetlobo izbranih valovnih dolžin različno 
učinkuje na AOP kaljene pire, ovrgli.  
 
Čeprav smo ugotovili, da se med kaljenjem pod LED svetlobo količina fenolnih spojin v 
analiziranih vzorcih ne razlikuje od kaljenja v temi, pa kaljena pirina zrna kljub temu 
predstavljajo bogat vir naravnih bioaktivnih snovi. Zaradi povečane količine skupnih 
fenolnih spojin, v primerjavi z nekaljenim zrnom, bi lahko kaljena zrna v prihodnje 
predstavljajo pomemben trend na področju znanosti o živilih in tehnologije za proizvodnjo 
funkcionalnih živil.  
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Priloga A: Vsebnost ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) antioksidantov v neprečiščenih in prečiščenih 
(spe) ekstraktih kaljenih zrn po posameznih tednih (µmol Troloks/g SS) 
ZRNO 

























EXT 8,12 8,67 8,35 10,00 9,56 10,87 16,59 16,79 16,91 
speEXT 2,47 2,48 2,47 3,43 3,46 3,74 5,53 6,17 5,87 
VEZ 40,14 42,89 44,87 43,16 46,73 46,35 49,85 45,96 46,85 




EXT 8,12 8,67 8,35 np* 11,39 10,13 np* 16,3 16,6 
speEXT 2,47 2,48 2,47 np* 4,07 3,78 np* 5,7 5,7 
VEZ 40,14 42,89 44,87 np* 49,04 48,38 np* 48,3 48,5 









EXT 9,40 10,18 10,07 14,35 13,71 15,08 20,97 20,81 20,79 
speEXT 3,37 3,60 3,20 5,03 5,47 5,52 8,42 9,85 9,30 
VEZ 38,71 43,17 40,74 49,37 50,27 51,64 53,84 52,43 51,99 




EXT 9,40 10,18 10,07 np* 15,14 14,4 np* 20,0 20,4 
speEXT 3,37 3,60 3,20 np* 6,05 5,7 np* 8,54 8,48 
VEZ 38,71 43,17 40,74 np* 50,05 49,8 np* 50,7 51,4 









EXT 0,99 0,98 0,94 1,02 0,68 1,23 1,13 1,30 1,10 
speEXT 0,34 0,38 0,29 0,33 0,22 0,34 0,28 0,31 0,24 




EXT 0,99 0,98 0,94 np* 0,87 0,8 np* 1,0 1,2 
speEXT 0,34 0,38 0,29 np* 0,23 0,3 np* 0,3 0,4 
speVEZ 2,56 2,46 2,73 np* 3,46 3,1 np* 3,9 3,5 
*ni podatka 
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Priloga B: Vsebnost ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) antioksidantov v neprečiščenih in prečiščenih 
(spe) ekstraktih kalčkov po posameznih tednih (µmol Troloks/g SS) 
KALČEK 
48 ur 96 ur 







EXT 230,30 234,04 252,21 271,37 230,49 235,01 
speEXT 178,96 178,65 181,12 194,46 165,11 172,80 
VEZ 155,16 147,62 155,56 223,45 216,21 217,53 




EXT np* 219,59 193,13 np* 202,7 201,3 
speEXT np* 153,06 149,73 np* 131,1 120,9 
VEZ np* 162,65 166,83 np* 230,5 205,6 









EXT 168,89 162,00 182,81 199,72 159,74 175,98 
speEXT 134,44 137,47 135,95 137,41 123,04 128,61 
VEZ 211,64 206,70 197,92 279,56 285,66 275,57 




EXT np* 148,37 150,6 np* 153,2 146,5 
speEXT np* 113,46 114,4 np* 94,56 93,08 
VEZ np* 187,63 215,6 np* 272,68 257,1 









EXT 57,36 51,81 59,33 49,78 42,50 42,23 
speEXT 35,97 33,26 38,22 32,76 31,58 30,27 




EXT np* 45,63 46,2 np* 36,9 36,1 
speEXT np* 34,45 33,4 np* 26,4 29,6 
speVEZ np* 10,51 14,1 np* 17,3 21,2 
*ni podatka 
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Priloga C: Povprečna vsebnost ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) antioksidantov s standardno deviacijo 
























FC DPPH  ABTS 
Povprečne 








vrednosti ± SD  
(µmol Troloks/g 
SS) 
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Priloga D: Povprečna vsebnost ekstraktibilnih (EXT) in vezanih (VEZ) antioksidantov s standardno deviacijo 
v neprečiščenih in prečiščenih (spe) ekstraktih kalčkov (µmol Troloks/g SS) 
KALČEK 
FC  DPPH  ABTS  
Povprečne 








vrednosti ± SD  
(µmol Troloks/g 
SS) 




































219,06 ±  
7,13 
np* np* 
200,35 ± 
13,37 
280,27 ± 
12,57 
speVEZ 
94,11± 
10,20 
118,15 ± 
11,63 
12,79 ± 
2,74 
14,82 ± 
1,84 
140,55 ± 
15,61 
153,70 ± 
8,93 
L 
E 
D 
EXT 
 
206,36 ± 
15,59 
202,00 ± 
2,69 
45,91 ± 
0,82 
36,25 ± 
0,54 
149,46 ± 
2,73 
149,85 ± 
3,93 
speEXT 
151,40 ± 
2,33 
125,96 ± 
7,08 
33,93 ± 
0,89 
27,99 ± 
1,88 
113,91 ± 
2,88 
93,82 ± 
1,95 
VEZ 
 
164,74 ± 
2,69 
218,03 ± 
16,02 
np* np* 
201,61 ± 
16,37 
264,87 ± 
12,69 
speVEZ 
88,27 ± 
17,31 
109,93 ± 
16,08 
10,89 ± 
2,51 
19,26 ± 
4,38 
117,30 ± 
14,42 
133,13 ± 
12,31 
*ni podatka 
 
